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SEKILLER

Sekil 1.1. Ventrikiil aksiyon potansiyelinin evreleri ve onlara karsihk gelen iyon
akimlar.

Sekil 1.2. Ventrikiil hiicrelerinde hiicre i¢ci Ca diizenlenmesi. Alt grafik aksiyon
potansiyeli, Ca tranzienti ve kasilmanin zamansal deZigimlerini gostermektedir. NCX,
Na'/Ca** degistokusu; ATP, ATPaz; PLB, fosfolamban; SR, sarkoplazmik retikulum.

Sekil 1.3. Sistemik renin-anjiyotensin sisteminin semasi ve olas1 fizyolojik etki alanlan.
Ang I, anjiyotensin I; Ang I, anjiyotensin II; ADH, antidiiiretik hormon.

Sekil 1.4. Kardiyak hiicrelerde anjiyotensinin sinyal iletim mekanizmasi. PLC,
fosfolipaz C; IPs, inositol trifosfat; DAG, diagil gliserol; PKC, protein kinaz C; MAPK,
mitojenle-aktiflenen protein kinaz; PTKs, protein tirozin kinazlar; MKP-1, MAPK fosfataz-
1; PTPaz, protein tirozin fosfataz; PP2A, serin/treonin fosfataz 2A; SH-PTP, Src homolojik
yapisl igeren tirozin fosfataz; NO, nitrik oksid; JAK2, janus kinaz-2.

Sekil 2.1. Sol ventrikiil papiler kasindan kaydedilen bir aksiyon potansiyeli egrisi
iizerinde olgiillen parametreler. Kalin ¢izginin efriyi kestigi nokta tepe degeri ve Ej
dinlenim potansiyeli olmak iizere, ¢izgiden saga dogru repolarizasyon evresinin maksimum
degerinin %25, 50, 75 ve 90’mna diigmesi i¢in gegen siireler gosterilmektedir.

Sekil 2.2, Sol ventrikiil papiler kasindan kaydedilen bir kasilma egrisi {izerinde l¢iilen
parametreler. Kasilma egrisinin en yiiksek degeri genlik, bazal seviyeden tepe degerine
ulagma siiresi, TP; Tepe degerinden relaksasyonun % 50’sine diismesi igin gegen siire, RTso
gosterilmektedir.

Sekil 3.1. Ornek aksiyon potansiyeli kayitlan ve ortalama APD degerleri. Kontrol (K),
diyabet (D) ve 4 hafta boyunca giinde 5 mg/kg candesartan-cilexetil verilmis diyabet
(D+Can) ve kontrol (K+Can) gruplar1 i¢in rnek aksiyon potansiyelleri ve ortalama degerler
igin ¢izdirilmis histogram. Ornek sayist doért grup igin sirasiyla n=9, 10, 7, 9°dur.
Degerler ortalamat+SEM olarak verilmistir. *p<0,05 vs K grubu, Tp<0,05 vs D grubu.

Sekil 3.2. Gruplara ait 6rnek potasyum akimlar ve akim yogunlugu-zar potansiyeli
degisim egrileri. a, Kontrol; b, Diyabet; ¢, Candesartan-cilexetil verilmis diyabet gruplarim
gostermektedir. Akimlar —~80 mV’tan 500 ms siireli pulslar uygulanarak elde edilmistir. Iy,
mutlak tepe degerlerinden; I pulsun son 20 ms’lik kuyruk kesiminden; I, ise —40 ile 70 mV
arasindaki akimlarm tepe degerlerinden I ¢ikanlarak hesaplanmistir. Degerler ortalama +
SEM olarak verilmistir. *p<0,05 vs K grubu, “p<0,05 vs D grubu.
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Sekil 3.3. Gruplar i¢in I;, akimlarmin kinetik analizleri. Gruplardan elde edilen ortalama
de-gerler ve Boltzman denklemlerinin uygulanmasx ile glzdmlmls aktivasyon (/1,=[1+exp
(Vyr-Va)/k]") ve inaktivasyon (Vlnz=[1+exp(Vu—Vi)/k] ) egrileri. Vi, aktivasyon veya
inaktivasyon’un %50 degerine ulastif1 potansiyel ve k£ egim parametresidir. Reaktivasyon
degerlerine ise, V. = [I-exp(-t/7)] iissel fonksiyon denklemi uydurulmustur. Degerler
ortalama+SEM olarak verilmigtir.

Sekil 3.4. L-tipi kalsiyum kanal akimi. Ustte, K ve D gruplarina ait rnek Ic,, kayitlan (a,
b); Altta, ve zar potansiyeline gore dlgiilen akim yogunluklarinin ortalamasindan elde edilen
degerlerin degisimini gosteren grafik ve akimin kayit protokolii. Degerler ortalama + SEM
ile temsil edilmigtir.

Sekil 3.5. Boltzman denkleminin uydurulmasi ile elde edilen aktivasyon ve inaktivasyon
egrileri. Aktivasyon deZerleri her potansiyel degerindeki akim genliginin maksimum akim
genligine oranlanmasi ile elde dilmigtir. Inaktivasyon akim degerleri ise alttaki grafikte
gosterilen protokole gore kaydedilmistir. Degerler ortalama + SEM ile temsil edilmigtir.

Sekil 3.6. Kasilma parametrelerinin degisimi. Kontrol (K), diyabet (D) ve 4 hafta boyunca
giinde 5 mg/kg/giin candesartan-cilexetil verilmis diyabet (D+Can) ve kontrol (K+Can)
gruplan i¢in 6rnek kasilma egrileri (A) ve ortalama degerler igin ¢izdirilmis histogram (B).
Degetler ortalama+SEM olarak ifade edilmistir. *p<0,05 vs K grubu, Tp<0,05 vs D grubu.

Sekil 3.7. Gruplarm hiicre igi serbest bazal Ca®* seviyeleri. Dinlenim durumundaki
kontrol (K), diyabet (D), 4 hafta boyunca 5 mg/kg/giin candesartan-cilexetil verilen kontrol
(K+Can) ve diyabet (D+Can) kardiyomiyositlerinden kaydedilen ~20 s hk sinyallerin
ortalama degerleri ve standart hatalar (ortalamatSEM). *p<0,05 vs K grubu, p<0 05vs D

grubu.

Sekil 3.8. Hiicre i¢i Ca®" transientleri. Bir kontrol kardiyomiyositinden uyaran etkisinde
belli bir zaman boyunca kaydedilen hiicre igi Ca®* transientleri ve hiicre uyaram olarak
elektriksel alan uyarisinin uygulama bigimi.

Sekil 3.9. Gruplara ait 6rnek Ca®" transientleri ve iizerlerine uydurulmus fonksiyon
(gama dagihm fonksiyonu) egrisi (kesikli ¢izgi). Kontrol (K), diyabet (D), 4 hafta boyunca
5 mg/kg/giin candesartan-cilexetil verilmis diyabet (D+Can) gruplarimin kardiyomiyositleri
ve 100 nM BIM ile 4 saat inkiibe edilmis diyabetik sigan kardiyomiyositleri (BIM Inc+D)
temsil edilmistir. Transientler 10 ms siireli, 20-30 V’luk pulslarin 0.2 Hz frekansinda
uygulanmasiyla elde edilmistir.

Sekil 3.10. Alan uyans: ile kaydedilmis Ca®* transientleri. Transientlerden hesaplanan
maksimum genliklerin ve kinetik parametrelerin ortalama degerleri (ortalamatSEM). A;
maksimum genlik (AF34080), B; tepeye ¢ikis siiresi (TP), C; maksimum degerin %50’sine
inis siiresi (DTso). *p<0,05 vs K grubu, Tp<0,05 vs D grubu.
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Sekil 3.11. Kafein (10 mM) uyarimh Ca** sahm somuglari. Ventrikiil hiicreleri 120 s
siireyle 0,2 Hz’lik frekansta uyarildiktan sonra uyar: kesilmis, 30 s sonra kafein mikropipet
ile banyo ortamina eklenmistir. Cergeveli boliim ornek kayitlar1 gostermektedir. Gruplara ait
kisaltmalar diger sekiller ile aynidir. Degerler ortalamatSEM olarak ifade edilmigtir.
*P<0,05 vs K grubu, 'p<0,05 vs D grubu.
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1. GIRIS

1.1. Kalp Kasinin Yapisi

Viicudun tiim doku ve organlarina kan pompalayan kalp, g6giis boglugunda yer alan
fibr6z bir kilif olan perikardiyum ile sarmalanmig, kas yapisinda bir organdir. Kalbin
duvarlar1 temel olarak miyokardiyum denilen kardiyak-kas hiicrelerinden olugur.
Miyokardiyumun kalp-kasi hiicreleri birbirine sikica baglanmig tabakalar halinde
diizenlenmis olup, kanin bulundugu odaciklari biitliniiyle sarar. Bir odacigin
duvarlan kasildiginda sikilmig bir yumruk gibi bir araya gelir ve ¢evreledikleri kana
basing uygularlar. Komgu hiicreler interkale diskler denen yapilar aracilig1 ile uc uca
eklenirler. Bunlarin iginde hiicreleri bir arada tutan ve miyofibrillerin de baglandig:

desmozomlar vardir (Vander ve ark., 1994; s.: 410).

Kalpte uyar1 bir noktadan baglayarak iletim sistemi aracilig: ile tiim kalbe yayilir.

Uyarmin iletimi gap junction denilen hiicreler aras1 baglantilar yoluyla gergeklesir.

1.1.1. Aksiyon Potansiyeli

Kalp kasinmin kasimasi diger kaslarda da oldugu gibi kasi olugturan hiicrelerin
zarlarimin depolarizasyonu ile tetiklenir. Hiicrelerin birbiriyle baglantili (gap
junction) olmalarindan dolay1 olusan aksiyon potansiyeli (AP) bir hiicreden digerine
geger. Boylece, baglangigta bir hiicrenin uyarilmasi dier biitiin hiicrelerin

uyarilmasiyla sonuglanir (Wahler, 1997).

Aksiyon potansiyeli olugmasinin altinda zar gegirgenligindeki degisiklikler
yatmaktadir. Dinlenim durumunda hiicre zarn potasyum iyonlarina daha gegirgen
oldugu i¢in dinlenim zar potansiyeli potasyum denge potansiyeline yakin bir
degerdedir (Wahler, 1997).
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Sekil 1.1. Ventrikiil aksiyon potansiyelinin evreleri ve onlara karsihk gelen iyon
akimlari. (Mukherjee ve Spinale, 1999).

Kalp AP’nin konfigiirasyonu ¢esitli fazlara boliinebilir. Sekil 1.1°de ventrikiil hiicresi
AP’nin 5 faz1 ve temel olarak her fazdan sorumlu olan akimlar goriilmektedir. Faz 0
AP’nin sigramasi; faz 1 erken repolarizasyon evresi; faz 2 plato evresi; faz 3 asil

repolarizasyon fazi; ve faz 4 dinlenim potansiyeli evresidir.

i Faz 0: AP’nin Na' akimlarina bagli olan hizli sigrama evresidir. Bu
akimmn hizhi aktivasyon ve inaktivasyon kinetikleri vardir. 1 ms’de
tepe degerine ulastiktan sonra kendiliginden azalir (inaktivasyon).
Ufak bir depolarizasyonla Na® kanallari agilmaya bagladifinda,
elektrokimyasal gradyentten dolayr Na' hiicre igine girmeye baslar.



Bu durum hiicrenin daha fazla depolarize olmasina ve depolarize

olduk¢a da yeni Na* kanallarinin agilmasina neden olur.

ii) Faz 1: AP’nin ¢ikisin1 hemen takip eden gegici ve bagil olarak kiigiik
repolarizasyon evresidir. Biiyiik oranda depolarizasyonla hizla agilan
bir tip K kanalmn gegici digart dogru (transient outward (L))
akimma baglidir. Daha az olmakla birlikte klor (CI) akiminin da
katkis1 vardir.

iii)  Faz 2: Plato evresi olarak bilinen bu faz erken repolarizasyon fazim
takip eden ve zar potansiyelinin gérece sabit oldugu siireci kapsar.
Kalp hiicrelerinde goriilen uzun AP’nin nedenidir. Platonun nedeni
igeri dogru pozitif akimlarin digar1 doru pozitik akimlar1 neredeyse
dengelemesidir. L-tipi Ca®>" kanallarindan igeri dogru Ca®" girisine
karsilik, yavas aktive olan K" (gecikmis dogrultucu akim (Ix))
kanallarindan K" disar1 ¢ikar. Buna ek olarak, I;,’da platonun erken
evresine katkida bulunmaktadir.

iv) Faz 3: Platoyu takip eden son repolarizasyon evresidir. Inaktivasyon
nedeniyle Ic, zamanla azalirken, yavag aktive olan Ix artar ve baskin

hale gelir. Bu akimin inaktivasyonu olmadigindan uzun siirelidir.

V) Faz 4: Ventrikiil hiicrelerinde 4. faz dinlenim potansiyelidir. Zar K*
iyonlarina yiiksek gegirgenlik gosterdiginden potasyum denge
potansiyeline yakin bir deger almaktadir. Dinlenim potansiyeli biiytik
oranda igeri dogrultucu (Ix;) da denen bir tip K akim tarafindan

belirlenmektedir.

Ayrica, AP’ye katkida bulunan pompalar da bulunmaktadir: Kiigiikk bir akim
olusturmakla birlikte Na"/K" pompasmn asil iglevi akim tiretmekten ¢ok AP’yi
olusturacak iyonik gradyentleri korumaktir (Wahler, 1997). Bununla birlikte,



Na'/Ca®*-degistokusgusu (NCX) normal modunda digar1 attig1 her Ca®* igin igeri 3
Na' tasirken, plato evresinin baglangicinda ters ydnde galigarak 6nemli bir akim
olusturmaktadir. Bu yiizden, NCX’in AP’nin sekline de etkisi oldugu ileri
stirlilmiigtiir (Janvier ve Boyett, 1996) .

1.1.2. Uyarilma-Kasilma Ciftlenimi

Uyarilma kasilma ¢iftlenimi kasilma kuvvetini olugturan ve kalbin islevini yerine
getirmesini saglayan organize sinyal igleme yolaklarmnin biitiintidiir. Bu etkinlik,
kardiyak hiicre membraninin depolarizasyonu sonucu agilan L-tipi Ca** kanallarinin
aracilipryla hiicre igine Ca®" girisi ile baglar (Sekil 1.2). Kiigiik miktardaki bu Ca**
akig1 sarkoplazmik retikulum (SR) yiizeyindeki riyanodin reseptorlerinden (RyR) ¢ok
daha bityiik bir Ca®* salimina yol agar. Sarkoplazmik retikulum aktivasyonunun ve
Ca®" salmimn ardindan, depolarizasyondan sonraki 20-40 ms’lik siirete sitozolik
serbest Ca?* konsantrasyonunda ([Ca®*];) 100 nM olan diastolik seviyeden, 1 uM’hk
sistolik seviyeye ani bir artig ger¢eklesir (Bracken ve ark., 2003). Genellikle, SR’dan
Ca?* salimmin temel mekanizmas: kabul edilen bu olaya “Ca**—uyarmli Ca®*'-
salim1” (CICR) denir (Bers, 2002; Bracken ve ark., 2003).

Kasilma isi, Ca®"’un troponin C miyofilamentine baglanip kontraktil makineyi
harekete gecirmesiyle baglar. Troponin C-Ca* kompleksi tropomiyozin ile
etkileserek aktin ve miyozin miyofilamentleri arasindaki aktif bélgelerin agia
¢ikmasini ve gapraz kopriilerin olugmasinmi saglar. Béylece, sarkomer boyu kisalir ve
kasilma gerceklesir (Bers, 2002; Bracken ve ark., 2003).

Ca**un SR Ca®** —pompas1 (SERCA) ile SR igine geri alinmasi ve NCX ile hiicre
digina atilmasiyla [Ca**]; dinlenim seviyesine diiger (Wahler, 1997; Bers, 2002;
Bracken ve ark., 2003). Bu sirada Ca®* troponin C’den ayrilir ve kas baglangigtaki

gevseme durumuna geri doner (Bers, 2002; Bracken ve ark., 2003).
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Sekil 1.2. Ventrikiil hiicrelerinde hiicre i¢ci Ca diizenlenmesi. Alt grafik aksiyon
potansiyeli, Ca tranzienti ve kasiimanin zamansal degisimlerini gdstermektedir. NCX,
Na'/Ca™ degistokusu; ATP, ATPaz; PLB, fosfolamban; SR, sarkoplazmik retikulum (Bers,
2002).

1.2. Diyabet Hastahig ve Ozellikleri

Diyabet (Diabetes Mellitus) karbohidrat, yag, elektrolit ve protein
metabolizmasindaki bozukluklar neticesinde, uzun vadede gesitli akut ve kronik
komplikasyonlara yol agan metabolik bir hastaliktir (Stanley ve ark. 1997; Mahgoub
ve Abd-Elfattah, 1998). Diyabet insiilin yetmezligi, insiilin etkinliginin bozulmasi
veya her ikisinin de sonucu olarak aglik kan sekerinin yiikselmesi ve glikoz
toleransimn bozulmasi ile kendini gosterir. Etiyolojisi, tarihgesi ve klinik
disavurumlan temel alinarak iki ana grupta simflandirilmagtir; tip 1 diyabet (instiline-
bagl diyabet (IDDM)) ve tip 2 diyabet (insiiline-bagli olmayan diyabet (NIDDM)
(Bracken ve ark., 2003).



Tip 1 diyabet her yasta olmakla birlikte daha ¢ok ¢ocuklarda ve geng yetiskinlerde
goriilmektedir. Hastaliin kesin nedeni tam olarak anlasilamamis olmakla birlikte,
pankreatik beta (B) hiicrelerinin otoimmiin dejenerasyonu ve/veya gevresel
faktdrlerin sonucu oldugu distiniilmektedir. Tip 1 diyabetin nedeni hakkindaki en
yaygin kani1 Langerhans adaciklarindaki pankreatik B-hiicrelerinin otoimmiin yoldan
tahribat: ile olugtugu yoniindedir. Bununla birlikte, kesin etiyolojisi karmagiktir ve
heniiz biitiiniiyle anlagilamamigtir (Bracken ve ark., 2003).

Tip 1 diyabet’in karakteristik 6zelligi, dolasimdaki plazma insiilin seviyesinin
diismesiyle sonuglanan insiilin tiretiminin kaybolmasidir (Bracken ve ark., 2003). Bu
insiilin yetmezligi katekolaminler, kortizol, glukagon ve biiylime hormonlar1 gibi
katabolik elemanlarin varlifinda yag dokusundaki lipolizi (yag yikimi) arttirmaktadir
(Bracken ve ark., 2003). Bunun sonucunda dolagmma yag asitleri salinmakta, bunlar
da karacigerde keton yapilara, asetoasetik aside ve 3-hidroksibutirik aside doniigmek
lizere okside olmaktadir. Biitin bunlar asidozis denilen duruma katkida
bulunmaktadir. Ketoasidozis’in tedavi edilmediginde diyabetik koma ve O&liimle
sonuglanabilecek semptomlar arasinda polidipsi, poliiiri, kilo kaybi, ayak kramplari
ve zayiflik bulunmaktadir (Amos ve ark., 1997). Bunun yaninda birgok organ ve

dokuda 6liimciil hasarlara da neden olmaktadir.

Diyabetin en yaygin olam tip 2 diyabettir. Bu form poligenik olmakla ve genlerden
etkilenmekle birlikte ¢evre de Onemli bir faktordiir. Hastalifin karakteristik
6zellikleri isiilin direnci ve bagil insiilin yetmezligidir (Bracken ve ark., 2003).
Ancak bu hastalarda insiilin seviyeleri genellikle normaldir. Tip 2 diyabette ortaya
¢ikan sorunlarin kaynagi pankreas olmayip, hiicre diizeyinde insiilin reseptSriindeki

ve reseptdr sonras1 basamaklardaki direngtir (Dhalla ve ark., 1985).

Diyabeti anlamak ve tedavisine yonelik yeni yaklagimlar gelistirmek amaciyla
¢ogunlukla hayvanlarda deneysel diyabet modelleri olusturulmaktadir. Bununla
birlikte, ¢ok daha yaygin olmasina ragmen, karmagik etiyolojisi ve yeterince
anlagilamami§ olmasindan dolay: diyabetin tip 2 hayvan modellerinde ¢ok daha az
caligma yapilabilmigtir. Bu hastalifa y6nelik gelistirilen birgok genetik ve kimyasal



model deneylerinde problemler ortaya ¢ikmakta ve diyabetten bagimsiz
komplikasyonlar gelismektedir. Buna karsilik tip 1 diyabetin deneysel modelleri
kimyasal maddelerle kolaylikla yapilabilmektedir (Yu ve ark., 1997; Szkudelski, 2001;
Bracken ve ark., 2003). Hayvana verilen kimyasal pankreasin [-hiicrelerinin
oliimiine yol agmaktadir. Bu amagla kullamilan diyabetojenik iki kimyasal ajan
alloxan ve streptozotocin (STZ)’dir. STZ (2-deoxy-2-[[(methylnitrosamino)
carbonyl]amino]-D-lucopyranose) B-hiicrelerine yiiksek segicilik gosteririken,
alloxan’in 6zgiil olmayan nekrotik etkileri oldugu ifade edilmistir (Szkudelski, 2001;
Bracken ve ark., 2003).

1.2.1. Diyabetik Patolojiler: Kardiyomiyopati

Kardiovaskiiler komplikasyonlar diyabetik hastalardaki marazi ve 6liimciil vakalarm
en 6nemli nedenidir. Diyabetik kosullarda aterosklerotik vaskiiler hastaliklar sik¢a
goriilmesine ragmen, bunlardan bagimsiz olarak kalpte gelisen ve g¢esitli fonksiyon
bozukluklarina yol agan bir tip kardiyomiyopatinin oldugu da bilinmektedir (Fein ve
Sonnenblick, 1985; Galderisi ve ark., 1991). Diyabetik kardiyomiyopati erken
diastolik ve ge¢ sistolik fonksiyon bozukluklarina neden olan bir hastaliktir.
Diyabetin yol agtif1 bu yetmezliklerin altinda yatan etkenler; lif kisalma ve gevseme
hizindaki azalma, diisik miyozin ATPaz aktivitesi, miyozin izoformlarinda V,
(huzh)’den V; (yavas)’e kayma, SR Ca** aliminda bozulma, insiiline duyarh glukoz
tagtyicisinda (GLUT4) azalma vb. hiicresel fonksiyon bozukluklaridir (Flack, 1998;
Mahgoub ve Abd-Elfattah, 1998).

Insiilin yetmezligi olan diyabetik siganlarla yapilan deneylerde papiler kasin kisalma
ve gevseme kinetiklerinin yavagladigi, gerilme kuvvetinin ise azaldig1 gosterilmistir
(Fein ve ark., 1980). Trost ve ark. (2002) da tip 1 diyabetin etkisiyle fare papiler
kasinda kasilma ve gevseme siirelerinin uzadifini, buna kargilik gerilme kuvvetinin
azaldigim ifade etmislerdir. Bunun yaninda, deneysel diyabet modeli olusturulan

sicanlarda sol ventrikiil papiler kasinda kasiima ve gevseme evrelerinin yavaslayip



uzadigmi, ancak gerilme kuvvetinin degigsmedigini g&steren bulgular da ortaya
konmustur (Ishikawa ve ark., 1999; Ren ve ark., 1999).

Diyabetik kalplerden kaydedilen aksiyon potansiyellerinin kontrollere gore Snemli
dlglide uzamig oldugu birgok ¢aligmada gosterilmistir (Jourdon ve Feuvray, 1993;
Shimoni ve ark., 1994; Ayaz ve ark., 2004). Bu uzamanin iyonik akimlarla iligkisi
aragtinlmis ve Ca’" akimlarin degismedigi (Tsuchida ve ark., 1994), gegici disan
dopru (transient outward; I,) ve kararli-durumdaki (steady-state; I) pasif K*
akimlarinin ise azaldig bildirilmigtir (Jourdon ve Feuvray, 1993; Shimoni ve ark.,
1994). Bununla birlikte, igeri dogrultucu (Inward rectifier; Ix;) K akiminin diyabetli
kalp hiicrelerinde degismedigi, fakat gecikmis dogrultucu (delayed rectifier; Ix)
akimin azaldifi ve bunun AP’nin ge¢ repolarizasyon fazindaki uzamaya katkisi

oldugu ileri stiriilm{iigtiir (Jourdon ve Feuvray, 1993).

Hiicre i¢i Ca®" seviyesi kalbin kasilma siirecindeki en Snemli ve belirleyici
degiskenlerdendir. Bu yiizden, birgok ¢aliymada diyabetli kalpte gdzlenen kasilma
bozukluklarmin hiicre i¢i Ca®" homeostazindaki degisikliklerle iligkili oldugu ortaya
konulmus (Ishikawa ve ark., 1999; Trost ve ark., 2002; Norby ve ark., 2004), ancak
bu konuda bir uzlagmaya varilamamigtir. Literatiirde diyabetik kardiyomiyositlerde
hiicre i¢i Ca**’un bazal seviyesinin artigma (Norby ve ark., 2004), degismedigine
(Yu ve ark., 1997), ya da azaldigina (Hayashi ve Noda, 1997) iligkin bulgulara
rastlanmaktadir. Bunun yanminda, elektriksel uyaranlarla kaydedilen Ca®*
transientlerinin  genliklerinin azaldifi, kinetik parametrelerinin ise uzadifi
bildirilmigtir (Choi ve ark., 2002; Lagadic-Gossmann ve ark., 1996; Hayashi ve

Noda, 1997).

Diyabetik kalpte goézlenen fonksiyon bozukluklarmin hiicre i¢i serbest Ca®"
degisimlerini diizenleyen elemanlardaki ve/veya miyofibrillerin fosforilasyonundaki
anormalliklere bagli oldugu diigtiniilmektedir (Fein ve ark., 1980, Dhalla ve ark.,
1998). Deneysel sigan modelleriyle yapilan gahigmalarda diyabetik kalpte NCX,
SERCA, RYR, fosfolamban (PLB) gibi hiicre i¢i serbest Ca®* diizenleyici

proteinlerin seviyelerinin azaldigi gézlenmigtir (Teshima ve ark., 2000; Hattori ve



ark., 2000; Norby ve ark., 2002; Choi ve ark, 2002). Bunun yaninda, NCX ve
SERCA’nin aktivitelerinde de bir azalma oldugu bildirilmistir (Yu ve ark, 1997;
Dhalla ve ark, 1998; Choi ve ark, 2002). Ayrica, birgok ¢alismada diyabetik kalpte
arttifr gosterilmis olan protein kinaz C (PKC)’nin (Ishii ve ark., 1998; Shimoni ve
Liu, 2003) troponin I fosforilasyonu yoluyla aktomiyozin ATPaz aktivitesini ve
aktin-miyozin etkilesimini dugtirdtigii ileri stiriilmektedir (Malhotra ve ark., 1997;
Dhalla ve ark., 1998). Bunun yaninda, Shimoni (1999) PKC aktivasyonunun normal
ventrikiil hiicrelerinde K" akimlarimi baskiladigini, buna karsilik PKC inhibitdrii ile

inkiibe edilen diyabetli hiicrelerde akimlarin diizeldigini géstermistir.

1.3. Renin-Anjiyotensin Sistemi ve Onemi

Renin-anjiyotensin sistemi (RAS) vaskiiler tonus, sivi ve elekrolit dengesi ve
sempatik sinir sistemini etkileyerek kardivaskiiler homeostasiste nemli rol oynayan
enzimatik bir yapidir (Dinh ve ark., 2001). RAS’nin biyolojik etkisi esas olarak
yiiksek derecede aktif bir oktapeptid olan anjiyotensin II (Ang II) yoluyla
gerceklesir. Bu sistem geleneksel olarak, dolasan bir endokrin sistemi olarak
tanmimlanmaktadir. -

Renin RAS sisteminin birincil elemani olup, juxtaglomerular hiicrelerden sentezlenip
kana salinan bir proteindir. Bu protein, kiiglik bir polipeptid olan Anjiyotensin I (Ang
I[)’in biiyiik bir plazma proteini olan anjiyotensinojenden ayrilmasim saglayan
enzimatik etkiyi yapar. Ang I daha ileri ayrigmalara ugrayarak Ang II'yi olusturur.
Bu doniisiim ise anjiyotensin donistiiriicii enzim (ACE) olarak bilinen enzimle
gergeklesir (Vander ve ark., 1994; s.: 536). Buna ek olarak, Ang II chymase, katepsin
G, kimostatin-duyarh Ang II-yapict enzim (CAGE), doku plazminojen aktivatdrii ve
tonin gibi non-ACE ve non-renin enzimlerle iiretilebilmektedir (Dinh ve ark., 2001).
Sistemik renin-anjiyotensin sistemine iligkin genellestirilmis bir blok diyagram Sekil
1.3 de goriilmektedir.
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Sodyum eksikligi

Anjiyotensinojen
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Sekil 1.3. Sistemik renin-anjiyotensin sisteminin semasi ve olas: fizyolojik etki alanlar.

Ang I, anjiyotensin I; Ang II, anjiyotensin II; ADH, antidiiiretik hormon (Klabunde, 2004).

Ancak, son yillarda RAS sisteminin elemanlarinin (renin, anjiyotensinojen, Ang I,
Ang II ve ACE) dokulardaki varlifimin aydinlatilmasi, lokal RAS’mn kalpte ve diger
organlarda yer aldig1 diigiincesini giiglendirmistir (De Mello ve Danser, 2000; Dinh
ve ark., 2001).

1.3.1. Anjiyotensin II Reseptorleri

Ang II'nin kardiyak dokudaki etkisi AT; ve AT, gibi iki tip reseptSriin
aktivasyonuna baglidir. AT; reseptoriiniin iki alt tipi vardir: AT ve AT . ATia
reseptdrlerinin kardiyomiyositlerde in vivo kan basmnci diizenleyicisi ve etkin
biiylime stimiilatorleri olmalarina karsin, ATg reseptorleri ATja ‘nin yoklugunda
vaskiiler tonusun kontroliinde yer alir (De Mello ve Danser, 2000).
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AT reseptorleri esas olarak beyin, adrenal bezler, kalp, damar sistemi ve bobrekte
yer almaktadir. AT, reseptorleri ise ¢ogunlukla fétal dSnemde eksprese olmaktadir.
Ancak, dogum sonrasinda hizla azalmaktadirlar. Temel olarak; beyin, kalp, adrenal
medulla, bébrek ve iireme dokularinda bulunmaktadirlar (Dostal, 2000; De Mello ve
Danser, 2000; Dinh ve ark., 2001).

Ang II reseptorlerinin sinyal iletim mekanizmasi iyi bilinmektedir. Ang II’nin bilinen
vazokonstriksiyon, aldosteron salimi, sempatik iletimin uyarilmasi ve hiicre
biiylimesi gibi hemen tiim biyolojik etkileri AT; reseptorii aracilifn ile
gerceklestirilir. AT, reseptoriiniin ise fonksiyonel rolti tam olarak anlagilamamis
olmakla birlikte, anti-proliferasyon, apoptozis, farklilagsma ve vazodilatasyonda rolii
olabilecegi distiniilmektedir (Dostal, 2000; De Mello ve Danser, 2000; Dinh ve ark.,
2001).

AT reseptorii G-protein aracili reseptdr ailesinin molekiiler agirligi 65 kDa olan bir
tiyesidir. Heteromerik G proteinlerinden Gqq veya Gy, ile etkilesmektedir. Ang II’nin
baglanmasi ve AT reseptdrlerinin aktivasyonu, ya Gq aracilif ile fosfolipaz C
(PLC)’nin uyarilmasiyla ya da Gji’nin adenilat siklazi (AC) inhibe etmesiyle
sonuglanmaktadir (Chung ve Unger, 1998). PLC’nin uyarilmasim takip eden protein
kinaz C (PKC) aktivasyonu hiicre i¢i depolardan Ca®" salinmasi ve L-tipi Ca*"
kanallarinin agilmasi gibi ¢esitli olaylarin baglamasina neden olmaktadir (Chung ve
Unger, 1998; Dostal, 2000; Baker ve ark., 1992). Buna ek olarak, tirozin kinazin ve
mitojenle-aktiflenmis protein kinaz (MAPK)’in fosforilasyonu gergeklesmektedir
Dostal, 2000; De Mello ve Danser, 2000; Dinh ve ark., 2001).
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Sekil 1.4. Kardiyak hiicrelerde anjiyotensinin sinyal iletim mekanizmasi. PLC,
fosfolipaz C; IP;, inositol trifosfat; DAG, diagil gliserol; PKC, protein kinaz C; MAPK,
mitojenle-aktiflenen protein kinaz; PTKs, protein tirozin kinazlar; MKP-1, MAPK fosfataz-
1; PTPaz, protein tirozin fosfataz; PP2A, serin/treonin fosfataz 2A; SH-PTP, Src homolojik
yapist igeren tirozin fosfataz; NO, nitrik oksid; JAK2, janus kinaz-2 (Dostal, 2000).

AT, reseptorleri kinin/NO/cGMP sistemini aktive etmekte ve protein tirozin fosfataz
(PTP) ve serin/treonin fosfataz’1 uyarmaktadir. PTP stimiilasyonu AT reseptoriiniin
aktive ettifi MAPK’y1 etkisiz hale getirmektedir. Buna ek olarak, AT; reseptor
uyariminin mitojenik veya hipertrofik cevabinin kaynagi olan ekstraseliiler sinyal-
regiileli kinaz’1n aktivasyonu, AT, resept6riiniin uyardigi serin/treonin fosfataz 2A ile
tersine ¢evrilebilir. Bunlar, iki reseptér sistemi arasinda birbirine zit yonde
etkilesimin olabilecegini diistindiirmektedir. Kardiyak hiicrelerde anjiyotensinin

sinyal iletim mekanizmasi Sekil 1.4 de genel olarak sematize edilmistir.
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1.3.2. Anjiyotensin II ve Diyabet Tliskisi

Son yillarda, RAS sisteminin elemanlarimn (renin, anjiyotensinojen, Ang I, Ang II
ve ACE) dokulardaki varligimin aydinlatilmasi, lokal renin-anjiyotensin sisteminin
kalpte ve diger organlardaki fonksiyon bozukluklarinda yer aldifi diistincesini
gliclendirmigtir (De Mello ve Danser, 2000).

Anjiyotensin II reseptdr blokorlerinin kullamlmasinmn diyabetin yol agtifn kalp
yetmezliklerini, perfiizyon bozukluklarim ve glikoz tagiyicilarindaki azalmay:
engelleyebildigine iligkin bulgulara rastlanmigtir (Hoenack ve Roesen, 1996; Dhalla
ve ark., 1998). Hipergliseminin Ang II reseptér sayisim arttirdig bilinmekte (Sechi
ve ark., 1994; Brown ve ark., 1997) ve bu reseptorler tizerinden diagilgliserol (DAG)
olugturarak PKC’nin ¢esitli izoformlarini aktive ettii varsayilmaktadir. AT, reseptor
blokajinin hiperglisemik durumda bile enzim dagilimim insiilin gibi normale
¢evirmesi (Malhotra ve ark., 1997), hipergliseminin PKCg aktivasyonunu bu resept6r
aracili yoldan gergeklestirdigini diisiindtirmektedir (Ishii ve ark., 1998; Shimoni,
1999).

Shimoni (2001) diyabetli sigan kalplerinde uzadig: bilinen AP siiresinin hem AT,
blokérii olan valsartan hem de ACE inhibitdrleri ile kisaldigin1 ve bu uzamada rolii
olan gegici digar1 dogru potasyum akimlarindaki (I;;) azalmanin normale déndiigiinti
gozlemigtir (Shimoni, 2001). Yine Fiordaliso ve ark. (2000) STZ uygulamasi ile
kalpte RAS elemanlarmin ekspresyonunda artis oldugunu ve AT; blokorii olan
losartan uygulamasinin hem diyabetin yol agtig1 hiicre 6liimiinii hem de artan Ang II
seviyesini diiglirdiigiinii gostermislerdir. Bununla birlikte, képek epikard miyositleri
Ang 11 ile inkiibe edildiginde diyabetle benzer sekilde, K akimlarinin azaldigx ve
losartan uygulamasinin bu etkiyi ortadan kaldirdig gézlenmistir (Yu ve ark., 2000).
Ayrica, Aiello ve ark. (2001) Ang I’nin kardiyak Ca?* akimlarim uyardidim ve bu
etkinin yine PKC aktivasyonuyla gerceklestigini ifade etmislerdir. Bu ¢aligmada,
aym etkinin PKC’nin dogrudan aktivasyonu ile de gézlendigi ve hem AT, blokérii
uygulamasimin hem de 6zgiil PKC inhibit6rlerinin bu artis1 baskiladig1 gosterilmistir,
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1.4. Caliymanm Amaci

Bugiine kadar elde edilen bulgular bize, diyabetli kalbin elektriksel ve mekanik
aktivitesinde gozlenen anormalliklerden hiicre zart iyonik akimlarindaki
degisikliklerin ve hiicre igi Ca®* homeostazinin bozulmasmin sorumlu oldugunu
diigiindiirmektedir. Bunun yaminda, hiperglisemik durumda RAS sisteminin
etkinlidinin artmis olmasi (Sechi ve ark., 1994; Brown ve ark., 1997; Malhotra ve
ark., 1997; Malhotra ve ark., 2001; Shimoni, 2001), Ang II’nin ve aktive ettigi
habercilerin bu degisikliklerde 6nemli bir rolii olabilecegini géstermektedir. Bu
nedenlerle, ¢alismamizda AT, reseptor blokorii oldugu ileri siiriilen ve bu amagla ilag
seklinde de kullanilan candesartan-cilexetil’in deneysel diyabet modelinde kalpte
olusan elektriksel ve mekanik degisikliklere etkisinin aragtirilmasi amaglanmaktadr.
Ayrica, hiicre i¢i serbest Ca®* degisimleri ve akimlarin Slgiilmesi yoluyla olasi
etkilerin iyonik temelinin agiklia kavugturulmasi hedeflenmigtir. Bunlara ek olarak,
ventrikiil hiicreleri PKC inhibitdrii olan bisindolylmaleimid I (BIM) ile inkiibe
edilerek etkinin kullandig: sinyal yolunun aydinlatilmasi amaglanmigtir. Boylece, bir
biitlin olarak bu ¢alismanin, diyabetik kardiyomiyopatinin iyonik temellerinin
anlagilmasina ve Ang II'nin diyabetik kalp yetmezligindeki roliiniin agikhia
kavusturulmasina katki saglayacag beklenmektedir.
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2. MATERYAL METOD

2.1. Deney Gruplan ve Diyabetin Olusturulmasi

Deneyler i¢in, agirliklar1 200-250 g arasinda degisen, yaklasik ii¢ aylik, 80 adet
Wistar tiirii erkek ve disi siganlar kullanilmigtir. Hayvanlar, deney siiresi boyunca her
kafeste 3 tane olacak sekilde, su ve yem kisitlamasi olmaksizin tutulmuglardir.
Diyabetik hayvan modeli olusturmak tizere, hayvanlara tek doz streptozotocin (STZ;
50 mg/kg) intraperitoneal (i.p.) olarak enjekte edildi. STZ enjeksiyonundan bir hafta
sonra hayvanlarin kan seker diizeyleri 6lgiilerek, diyabetik olmayan hayvanlar deney
dis1 tutulmuglardir. Kan geker diizeyleri 300 mg/dl ve iizerinde olan hayvanlar
diyabetik olarak kabul edilmig ve iki gruba ayrilmislardir. Diyabetli olan iki gruptan
birincisine (D), dort hafta boyunca her giin gavaj yoluyla dogrudan mideye su
verilirken, diger gruba (D+Can) 5 mg/kg/glin dozunda aym siire ve aym yontemle
candesartan-cilexetil verilmistir. Candesartan-cilexetil suda ¢dziinmeyen bir bilesik
oldugundan, tamamen eriyinceye kadar vorteks ile homojen bir siispansiyon haline

getirilmig ve sonra siganlara verilmisgtir.

Kontrol grubu (K) hayvanlarina STZ tasiyicisi olan sitrat (0,1 mol/l, pH=4,5 sitrat
tamponu) enjeksiyonunu takip eden yedi giiniin ardindan, her giin hayvan agirhgna
uygun olarak dort hafta boyunca mideye gavaj ile su verilmis, ikinci gruba (K+Can)
ise glinde 5 mg/kg/giin olacak sekilde candesartan-cilexetil siispansiyon haline
getirilerek yine aym yolla, ayni siire boyunca uygulanmagtir.

Dért haftalik deney stirecini takip eden besinci hafta igerisinde, kan gekeri diizeyleri
ve viicut agirliklan tekrar Slgtilditkten sonra siganlar kesilmiglerdir. Gruplardaki
hayvanlarin bir kisminin kalpleri ¢ikarilarak papiler kas1 mikro makas ile hassas bir
sekilde izole edildi ve bu kas AP ve kasilma kayitlar1 i¢in kullantlmigtir. Diger
siganlarin kalplerinden enzimatik yoldan kardiyomiyosit izole edilerek, tek hiicre

deneyleri ger¢eklestirilmigtir.
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2.2. Aksiyon Potansiyellerinin ve Kasilma Yanitlarinin Kaydedilmesi

Siganlar pentobarbital sodyum ile uyutulup (30 mg/kg, i.p.) kalpleri izl bir sekilde
¢ikarildiktan sonra, diigiik-Ca”*- igeren (0,625 mM) Krebs soliisyonu (mM olarak):
119 NaCl; 4,8 KCI; 1,8 CaCl,; 1,2 MgSOy; 1,2 KH;PO,4; 20 NaHCO; ve 10 glukoz
(pH=7,4) igerisine konulmugtur. Aym ¢ozelti igerisinde kalbin sol ventrikiil papiler
kasi izole edilerek organ banyosu igine yerlestirilmis ve bir ucuna uyaran elektrodu
batirildiktan sonra, diger ucu ince bir iplikle kuvvet transdiiserine baglanarak
elektrofizyolojik kayitlara hazir hale getirilmistir. Doku 1,8 mM CaCl, igeren ve
stirekli oksijen karigimi (% 95 O, ve % 5 COy) ile gazlanan ¢ozeltinin dolastii
banyo igerisinde 30 dakika dinlenmeye birakilmigtir.

S

el —

APDy;s APD;3y APDys APDg Zaman

Sekil 2.1. Sol ventrikiil papiler kasindan kaydedilen bir aksiyon potansiyeli e@risi
iizerinde &lgiilen parametreler. Kalin ¢izginin egriyi kestigi nokta tepe degeri ve Ej
dinlenim potansiyeli olmak lizere, ¢izgiden saga dogru repolarizasyon evresinin maksimum
degerinin %25, 50, 75 ve 90’1na diismesi i¢in gecen siireler g6sterilmektedir.

AP ve kasilma kayitlarinda, 3 M KClI ile doldurulmus ve &lgiilen direnci 10-15
MQ’luk direnci olan filamanli borosilikat cam elektrodlar (Clark Electromedical
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Instruments GCI50F-15) kullamlmigtir. Elektrodun ¢iktis1 bir on yiikselticiden
gectikten sonra osiloskoba (Gould 20 MHz digital storage typel421) ve 6rnekleme
hiz1 10 kHz olan bir kart aracihifiyla bilgisayara aktarilmigtir. Kayitlarin ortalamas:
alinarak AP’nin repolarizasyon fazimin % 25, 50, 75 ve 90’ma inme siireleri (APD;s,
s0, 75, 90) belirlenmigtir. Papiller kasindan kaydedilen intraselliiler AP’i lizerinden

ol¢iilen yukaridaki parametreler bir AP egrisi tizerinde Sekil 2.1 de gsterilmigtir.

Daha sonra, kas gerilerek bir siire dinlendirilmis ve 0,2 Hz lik uyaranlar verilerek
izometrik kasilma egrileri kaydedilmistir. Alinan kayitlarin ortalamasi alinmig ve
yazilan bir bilgisayar uygulama programi ile maksimum gerim (Max), gerimin
tepesine ¢ikas siiresi (TP) ve gevsemenin % 50’sine inis siiresi (RTsp) hesaplanmistir.
Papiller kasindan elektriksel uyar ile kaydedilen sars1 (kasilma+gevseme) egrisi
lizerinden Olgiilen yukaridaki parametreler bir sarsi egrisi tizerinde Sekil 2.2 de

gosterilmigtir. Tiim deney 37 °C’lik sabit banyo sicakliginda gergeklestirilmistir.

Tepe

Sekil 2.2. Sol ventrikiil papiler kasindan kaydedilen bir kasilma egrisi iizerinde lgiilen
parametreler. Kasilma egrisinin en yiiksek degeri genlik, bazal seviyeden tepe degerine
ulagma stiresi, TP; Tepe degerin % 50’sine diismesi i¢in gegen siire, RTso gosterilmektedir.
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2.3. Kardiyak Miyositlerin izolasyonu

Deney gruplarinda bulunan hayvanlarin hafif anestezi altinda (30 mg/kg sodyum
pento barbital) kalpleri izl bir sekilde ¢ikarnldiktan sonra Langendorff sistemine
baglanmigtir. Daha Once bagka aragtirmacilarin kullandiklart enzimatik yontem takip
edilerek (Ayaz ve ark., 2004), asih kalpler dnce igerigi (mM): 145 NaCl; 5 KCI; 1,2
MgSOys; 1,4 Na,HPOy; 0,4 NaH,PO,; 5 HEPES; 10 glukoz olan ve pH 7,4 dengesinin
saglanmasi igin % 5 CO,-% 95 O, ile gazlanan, kalsiyumsuz perfiizyon soltisyonu ile 5
dakika yikanmigtir. Arkasindan, kalbin iizerinden 30-35 dakika siiresince aym sollisyon
iginde hazirlanmig kollajenaz (Roche, Collagenase A type) (1-1,2 mg/ml) gegirilip uygun
kivama ulagildiginda, kalp kiigiik bir kabin i¢ine alinmig alinmis ve makasla ince bir sekilde
dilimlenmistir. Daha sonra, ince bir filtreden gegirilerek hiicreler bir tiipiin igerisine alinmig
ve birkag yikama igleminden gegirilmigtir. Ortamdaki Ca®" asamah olarak arttirildiktan ve
hiicreler 37 °C'de 1 saat kadar bekletildikten sonra akim kayitlarina gegilmistir. Ayrica,
hiicrelerin bir kismi hiicre igi serbest Ca** kayitlar igin ayr bir tiip iginde saklanarak 4 saat
stireyle bekletilmisgtir.

2.4, Potasyum Akimlarimin Kaydedilmesi

Biittin akimlar voltaj kenetleme yonteminin tiim-hiicre konfigiirasyonunda alinmagtir.
Bunun i¢in, hiicrenin GQ diizeyinde bir diren¢ olusturacak sekilde elektrod ucuna
yapigmast saglandiktan sonra, 900 mV’luk bir puls uygulanarak hiicre zar
kirilmigtir. Kenetlemeden sonra zar potansiyeli —80 mV diizeyinde tutulan hiicrelere
600 ms’lik pulslar 7 s’lik araliklarla ve 10 mV’luk basamaklar geklinde —120 mV’tan
+70 mV’a kadar 14 defa uygulanmistir. Patch-clamp amplifikatoriiniin (Model RF-
300; Biologic, Claix, France) voltaj kenetleme modunda 3 kHz’lik filtreden gegirilen
potasyum akimlan, Digidata 1200’in 5 kHz’lik 6rnekleme hizinda pClamp 8
yazilimi (Axon Instruments, Foster City CA, USA) ile kaydedilmigtir. Kayit i¢in 1-
1.5 MQ’luk elektrodlar kullamlirken, kenetleme sonrasi girig (access) direncinin 6
MQ ve altinda olmasma 6zen gosterilmistir. Akim kayitlart i¢in gerekli hiicre dig

ortam kapiller borular (i¢ ve dis ¢aplar1 200 pm ile 1000 um olan) kullanilarak ve
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yergekimi etkisi ile direk hiicre tizerine uygulanmustir (Ayaz ve ark., 2004). Bu
akimlar igin kullanilan g¢dzeltiler banyo i¢in (mM): 117 NaCl; 5,4 KCI; 1,8 CaCly;
1,7 MgCly; 10 Glukoz; 10 HEPES (pH=7.4), pipet igin ise (mM): 120 KCI; 6,8
MgCly; 5 Na,ATP; 5 Na-phosphocreatine; 0,4 NayGTP; 11 EGTA; 4,7 CaCly; 20
HEPES (pH=7,2) olacak sekilde hazirlanmigtir. Ayrica, Ca®" akimlanim bloke etmek
amactyla kapiller i¢i ortama CdCl, (250 pM) eklenmistir.

Akimlann tepe degerinden 600 ms’lik pulsun son boliimiindeki akim degerleri (Igs)
¢ikarilarak Ij, hesaplanmistir. —120 mV’tan 40 mV kadar olan akimlann tepe
degerleri olgiilerek Ix; elde edilmigtir. Daha sonra, her iki akim i¢in Sl¢lilen tepe
degerleri hiicreler aras1 biiyiikliik degisiminden kaynaklanabilecek sapmalari
Onlemek amaciyla hiicre sigasina bolinerek akim yogunlugu cinsinden
degerlendirilmigtir (Shimoni ve ark., 1994; ; Shimoni, 1999; Shimoni, 2001; Ayaz
ve ark., 2004).

Akimlarin aktivasyon degerleri her bir potansiyel degerinde kaydedilen akimin
maksimum akima oranlanmasi ile elde edilmis ve Boltzmann denklemine
uydurulmustur (Xu ve Rozanski, 1997; Rozanski ve Xu, 2002). Vi yan
aktivasyon potansiyelinin degeri, Vi, zar potansiyeli ve & sigmoidal egrinin egim
parametresi olmak iizere denklem agagidaki gibi yazilabilir.

(Vlnas= [1+exp(Viy—Vu)/k]")

Kanallarin inaktivasyon kinetigini incelemek igin —~80 mV’a kenetlenen membran
50 ms boyunca —60 mV’ta tutulduktan sonra, —70 ile +60 mV’lar arasinda 10
mV’luk adimlarla prepuls uygulanmig ve her adimi takiben tekrar —80 mV
seviyesinde 3 ms bekleyip, +70 mV’luk ve 500 ms siireli ikinci bir puls
uygulanmigtir. Arkasindan ortalama degerler hesaplanarak Boltzmann denklemine
uydurulmustur.

Unax= [1+exp(V=V12)/K]™)
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Akimlarin reaktivasyonlar1 da iki agamali bir protokole gére kaydedilmigtir: -80
mV’taki zar potansiyeli 400 ms siireyle +70 mV’a kenetlenip tekrar baglangig
potansiyeline doniildiikten sonra 20 ms bekleyip aym sekildeki ikinci puls
uygulanmugtir. 4/=20 ms olmak {izere aym protokol 300 ms’ye kadar uygulanmig
ve her adimda Slgiilen akimin tepe degeri maksimum akim degerine oranlanip 100
rakami ile ¢arpildiktan sonra zamana gére % reaktivasyon hesaplanmis ve bir tissel

fonksiyona uydurulmugtur.

(VInex = [1-exp(-1/9)])

Kanallarin kinetik analizleri de yapilarak Boltzman denklemlerinden aktivasyon ve
inaktivasyon, iissel fonksiyondan ise reaktivasyon parametreleri elde edilerek

gruplar arasindaki farklar incelenmigtir.

2.5. L-tipi Ca®" Akimlarmmn Kaydedilmesi

Bu ¢alismada L-tipi Ca®* kanal akimlar1 (Icar) Slgtilmusgtiir. Bu akimlar tiim hiicre voltaj
kenetleme konfigiirasyonunda 1,5-2,0 MQ’luk elektrotlar kullanilarak alinmistir.
Olgiimler igin kullamlan pipet soliisyonu (mM): 110 Cs-aspartat; 20 CsCl; 1,0 MgCly;
5,0 fosfokreatin-Nay; 5 ATP-Nay; 10 EGTA ve 5 HEPES (pH= 7.4). Kayzt i¢in, hiicreler —80
mV diizeyinde kenetlenerek egimli bir voltaj uygulamasi ile zar potansiyeli-45 mV’a
kenetlenmis, bu seviyede bir siire beklenerek sodyum (Na") akimlari inaktif hale
getirilmigtir. Sonra —50 mV’tan 10 mV’luk artiglarla +60 mV’a 300 ms’lik depolarize edici
pulslar uygulanarak 12 farkhi voltaj seviyesinde kayitlar alinmig ve bilgisayara kaydedilerek
Clampfit 8.0 programu ile analiz edilmiglerdir. Tepe degerleri Olgiiliip 200 ms’nin
sonundaki kuyruk akimlarmdan ¢ikanlmigtir. Her potansiyel i¢in elde edilen akim degeri
olgiim yapilan hiicrenin &lgiilen sigasina boliinerek degerlendirilmig ve tiim akim degerleri
akim yogunlugunun voltaja gére degisimi olarak verilmistir,



21

Kanallarin inaktivasyon durumunu gozlemek i¢in —80 mV ile +20 mV arasinda 10
mV adimlarla 200 ms stireli prepuls uyguladiktan sonra 3 ms’lik bir siire i¢in tekrar —
80 mV seviyesine doniiliip, arkasindan zar her defasinda yine 200 ms siireyle 0 mV’a
kenetlenmistir. Reaktivasyon ise; -80 mV’taki zar potansiyeli 200 ms siireyle 0 mV’a
kenetlendikten sonra, baglangigtaki duruma doniilerek 50 ms beklenmis ve aym puls
tekrar edilerek kaydedilmigtir. Pulslar arasindaki siire olan A=50 ms olmak {iizere
aym protokol 500 ms’ye kadar uygulanmigtir.

Bu kanallarin kinetik analizleri ve parametrelerin elde edilmesi yine yukaridaki
denklemlere gore yapilmigtir (Xu ve Rozanski, 1997; Rozanski ve Xu, 2002).

2.6. Hiicre I¢i Serbest Ca* Derigimi Ol¢iimii

Izole edilen kardiyomiyositler fura-2 AM (4 uM) ile oda sicakliginda 45-50 dakika
inkiibe edildikten sonra, 340 ve 380 nm’de eksite edilerek 510 nm’ ye merkezlenmis
floresan oranlarin Slgiilmesi ile [Ca®"); hesaplanmigtir (Grynkiewicz ve ark., 1985).
Hiicre i¢i serbest Ca®" dlgiim deneylerinde kullanilan banyo ¢6zeltisinin igerigi su
sekildedir (mM): 130 NaCl; 4,8 KCI; 1,2 MgS0,; 1,5 CaCly; 1,2 KH,POy; 10
HEPES ve 10 glucose (pH= 7,4). Iki ucuna elektrot yerlestirilmis kiivet icine alinan
hiicrelerden uyarilabilir olami segilerek bir pencere igine almmustir. Once 20 s’lik
bazal Ca®* sinyali kaydedilmis, sonra hiicreler 25-30 V’luk pulslar ile 0,2 Hz
frekansinda uyanlarak 200 s siireyle gegici Ca** degisimleri (Ca®* transient)
kaydedilmistir. Arkasindan ayn1 pencere banyonun hiicre bulunmayan bir bslgesine
odaklanarak belli bir slire kayit alinip hiicre i¢i sinyalden g¢ikarilmigtir. Béylece,
banyo ortamimn floresansindan kaynaklanabilecek giiriiltiiniin ortadan kaldirilmasi
hedeflenmigtir. Gozlenen Ca®* degisimine ait sinyallerin Ol¢imii PTI (Photon
Technology Internetional) RatioMaster marka mikrospektroflorimetre ile yapilarak
Felix (PTI) programi ile bilgisayara kaydedilip degerlendirilmistir. Transientlerin
kinetik analizi Micosoft Excell programi ile hazirlanan bir analiz algoritmas: ile
gama dagihim fonksiyonuna uydurularak gergeklestirilmistir. Her hiicre 200 s

stiresince kaydedilen transientlerin parametrelerinin ortalamasindan elde edilen deger
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ile temsil edilmigtir. [Ca®']; sinyallerinin bazal degerden ¢ikarlarak Glgiilen
maksimum degeri (AFia0380), tepeye ¢ikis stiresi (TP) ve maksimum degerin %

50’sine inig siiresi (DTso) Slgiilerek karsilagtirilmigtir.

Kronik deney gruplarinin Slgtimlerine ek olarak, diyabetli ve kontrol gruplarina ait
kardiyomiyositlerin bir kismi protein kinaz C inhibit6rii olan bisindolylmaleimide I
(BIM) ile 4 saat stire ile inkiibe edilerek (in vitro deneyler) gegici Ca?* degisimleri de
kaydedilmistir.

Kafein deneylerinde ventrikiil hiicreleri 25-30 V’luk pulslar ile 0,2 Hz frekansinda
120 s siireyle uyarilarak depolarin dolmasi saglandiktan sonra, uyan kesilerek 30 s
beklenmistir. Ardindan, banyo ortamina mikropipet yardimiyla dozu 10 mM olacak
sekilde kafein eklenmistir. Sinyal nzl sitozolik Ca®* artigim takip eden inig siireci
bitinceye (baglangi¢ diizeyine doniinceye) kadar kaydedilmigtir. Daha sonra bu
sinyalden banyonun hiicre bulunmayan bir bolgesinden kaydedilen floresan siddetleri
¢ikarilmig, geriye kalan sinyalin de tepe degeri olgiilerek “kafein-uyarimhi Ca®*

artig1” olarak degerlendirilmigtir.

2.7. Istatistiksel Analizler

Tim deney sonuglari ortalamatSEM olarak verilmigtir. Akimlarin kinetik analiz
(aktivasyon, inaktivasyon, reaktivasyon) parametrelerinin gruplar arasindaki
degisimini degerlendirmek i¢in davramig denklemlerinin bir biitiin olarak
karsilagtirilmasim saglayan F-testi kullamlmigtir. Diger biitiin parametreler iki-yonlii
t-testi ile karsilagtirilmagtar.

2.8. Kullanilan Kimyasallar

NaCl, KCl, MgS0,, CaCl,, KH,PO4, HEPES, glucose, Cs-aspartat, CsCl, MgCl,,
fosfokreatin-Na,, ATP-Na,, EGTA, Na,GTP, CdCl,, Na,HPO,, NaH,PO,; ve BIM
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Sigma (SIGMA-ALDRICH Chemie GmbH, Taufkirchen, Germany)’dan satin
almmigtir. Collagenase A Roche firmasindan (Roche Diagnostics GmbH, Manheim,
Germany), FURA-2AM ise Molecular Probes (Molecular Probes, Oregon, USA)’tan satin
alinmigtir, Candesartan-cilexetil AstraZeneca (MoIndal, Sweden) firmas: tarafindan
hediye edilmistir.
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3. BULGULAR

3.1. Hayvanlarin Genel Durumlan

Deneyler ortalama 200-250 g agirliklarindaki yetigkin (2,5-3 aylik) hayvanlar ile
gergeklestirilmigtir. Tablo 1°de goriildiigti gibi baglangigta tiim deney gruplarinin
agirliklan ve kan gekeri diizeyleri birbirlerine yakin diizeyde iken, birinci haftadan
itibaren diyabetli gruplarin kilo kazaniminda bir duraklama oldugu ve kan sekeri
diizeylerinin kontrol grubuna gore 3-4 kat arttify gozlenmistir. Bunun yaninda,
candesartan-cilexetil verilen diyabetli grubun kilo kazanmiminda ve kan sekeri
diizeyinde bir diizelme olmadig1 gézlenmistir. Deney stirecinin sonunda diyabet olan
iki grupta da agirliklarin kontrole gére anlamli derecede diisiik oldugu ve yiiksek kan

sekeri seviyelerinin korundugu goriilm{istiir.

Kontrol ve Candesartan-cilexetil verilen kontrol gruplarinda deney siiresi boyunca
agirliklarda diizenli ve olagan artigin gergeklestifi, kan sekeri degerlerinin ise

degismedigi goriilmektedir (Tablo 3.1).

Tablo 3.1. Hayvanlarin genel parametreleri.

Viicut Agirhig (g) Kan Sekeri (mg/dl)
Baslangig¢ Son Bagslangi¢ Son
K (n=22) 209246,6  234,1+7,8 103,5+1,4 101,442,1
K+Can (n=22) | 209,8+4,3  243,8+6,9 106,3£1,5 106,7+1,7
D (n=19) 2202+4,8  196,19,6* 416,7+14,7* 410,1£7,7*
D+Can (n=24) | 215,6+50  193,3+7,1* 415,1£11,2%  402,3+13,9*

Yukandaki kisaltmalar kontrol (K), candesartan-cilexetil verilmis kontrol (K+Can) Diyabet
(D) ve candesartan-cilexetil verilmis diyabet (D+Can) olarak kullanilmigtir. Gruplarin deney
slirecinin baslangicinda ve sonunda 6lgiilen agirliklar1 (g) ve kan sekeri diizeyleri (mg/dl).
Degerler ortalama+SEM olarak verilmistir. n= hayvan sayisi; *p<0,05 vs K grubu.
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3.2. Aksiyon Potansiyeli ile Ilgili Parametreler

AP ile ilgili Slgiilen parametreler; dinlenim zar potansiyeli (Em), AP tepe degeri
(Maks), ve repolarizasyonun dért evresine ulasma siireleridir. Bu siireler AP’nin tepe
degerinden repolarizasyon fazinin % 25, 50, 75 ve 90’ma ulagma zamam olarak
secilmis ve APD,s, APDsg, APD7s ve APDyg olarak temsil edilmislerdir. Kayitlarin
analizinden diyabetli grubun repolarizasyon siirelerinin (21,5 + 2,5 ms; 40,1 + 4,6
ms; 71,8 £ 7,7 ms; 108,0 £ 6,3 ms), kontrol degerlerine (12,1 £ 1,0 ms; 22,9 + 2,1
ms; 42,0 + 3,8 ms; 73,0 + 4,9 ms) gore anlamh diizeyde uzun oldugu goriilmiistiir
(Tablo 3.2, Sekil 3.1).

Bunun yaninda, d6rt haftalik candesartan-cilexetil uygulamasimnin diyabetli grubun
uzamuis olan repolarizasyon stiresini kisalttig: (12,8 + 1,2 ms; 24,3 + 2,4 ms; 47,0 +
4,9 ms; 81,0 = 6,0 ms) ve bu degisimin istatistiksel anlamlilik tagidig: goritlmiistiir
(Tablo 3.2, Sekil 3.1). Sekil 3.1A’daki gruplara ait AP O&rneklerinde ve
parametrelerin ortalama degerlerini gOsteren histogramda gorildiigi  gibi
candesartan-cilexetil uygulamasi diyabetin yol agtifi AP bozukluklarini Gnemli
Olgiide ortadan kaldirmaktadir. Repolarizasyon fazimin Slgiilen dort noktasinda da
diyabetin slireyi uzattifi, buna karsihik candesartan-cilexetil uygulamasmin her
noktada bu degerleri kontrol seviyesine yaklagtirdifi goriilmiigtiir. Bununla birlikte,
dort haftalik candesartan-cilexetil uygulamas: kontrol grubunun papiler kasinin APD
degerlerini (12,0 £ 0,9 ms; 22,3 = 1,7 ms; 40,5 = 3,3 ms; 67,9 = 4,8 ms)

degistirmemigtir.
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Sekil 3.1. Ornek aksiyon potansiyeli kayitlari ve ortalama APD degerleri. Kontrol (K),
diyabet (D) ve 4 hafta boyunca giinde 5 mg/kg candesartan-cilexetil verilmis diyabet
(D+Can) ve kontrol (K+Can) gruplar igin 6rnek aksiyon potansiyelleri ve ortalama degerler
igin ¢izdirilmig histogram. Ornek sayis1 dort grup igin sirasiyla n=9, 10, 7, 9’dur.
Degerler ortalama+SEM olarak verilmistir. *p<0,05 vs K grubu, Tp<0,05 vs D grubu.
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3.3. Potasyum ve Kalsiyum Akimlan ile Tigili Bulgular

AP’nin gekli hiicre zarindan gegen iyon akimlarinin miktarina ve bunlarin zamansal
degisimlerine baghdir. Bu nedenle, papiler kas AP’de olugan degisikliklerin altinda
yatan iyonik mekanizmalari agia ¢ikarmak amaciyla izole kardiyomiyositlerden K*
ve IcaL akimlan kaydedildi.

3.3.1. Diyabetin ve Candesertan Uygulamasimn K Akimlan Uzerine Etkileri

Aksiyon potansiyelinin repolarizasyon evresine seklini veren en nemli akimlarin
basinda K* akimlan gelmektedir. Bu nedenle ¢alismamizda i tip K* akimi da (I, I
ve Ix;) Olgiilmiis, bu akimlarin maksium degerleri hiicre kapasitanslarina oranlanarak
akim degerleri akim yogunlugu (pA/pF) cinsinden verilmigtir. Gruplara ait ortalama
akim yogunluklarinin zar potansiyeline gore degisim egrileri ve 6rnek akim kayitlan
Sekil 3.2’de gériilmektedir.

Gruplarin ventrikiil hiicrelerine ait ortalama kapasitans degerleri karsilastirildiginda,
ne diyabetin ne de candesartan-cilexetil ugulamasinin kapasitans degerlerini
etkilemedigi (K: 130,0 + 5,8 pF; D: 123,3 + 11,2 pF; D+Can: 120,9 = 6,1 pF)

gozlenmigtir.

Akim kayitlarinin degerlendirilmesinden D grubunun I, tepe degerinin, K grubu
degerlerinden farkli oldugu ve diyabetin bu akimi baskiladig1 gézlenmigtir (K: 14,1 £
1,7 pA/pF; D: 8,8 + 1,4 pA/pF; D+Can: 13,0 + 0,4 pA/pF). Bununla birlikte, D+Can
grubunda anlamh bir diizelmenin ger¢eklestigi ve akim yogunlugu degerlerinin
kontrol seviyelerine yakin oldugu tespit edilmistir (Sekil 3.2 ve Tablo 3.3).

Kanal kinetikleri incelendiginde ise; D grubu kardiyomiyositlerinde Iy nun
aktivasyon egrisinin sola dogru kaydif1 ve egiminin azaldigi gézlenmistir. Bunun
sonucunda yar aktivasyon potansiyeli (V1) ve sigmoidal egrinin egim (k) degerleri
D grubunda (17,1 £ 0,1 mV; 14,9 £ 0,1), K grubuna (23,8 £ 0,1 mV; 16,7 £ 0,1) gore
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azalmaktadir (Sekil 3.3 ve Tablo 3.3). Buna kargilik, diyabetli siganlara candesartan-
cilexetil verilmesi (D+Can) hem V; degerini (17,9 £ 0,2 mV), hem de & (15,5 £ 0,2)
degerini anlaml1 derecede degistirmemigtir (Sekil 3.3 ve Tablo 3.3).

Bunun yaninda, I;;’nun inaktivasyon egrisinde de sola dogru kayma olurken, egimi
de daha yatik bir gekil almaktadir. Bagka bir deyisle, D grubu akimlarimn
inaktivasyon Vi, ve k degerlerinde (-27,6 £ 0,1 mV; -7,1 £ 0,1), K grubu (-23,0 £
0,1 mV; -5,6 £ 0,1) akimlarina gore azalma oldugu belirlenmistir (Sekil 3.3 ve Tablo
3.3). Ayrica, 4 haftalik candesartan-cilexetil uygulamasi sonunda diyabetli siganlarin
ventrikiil hiicrelerinin inaktivasyon (-20,7 + 0,2 mV; -5,2 * 0,1) parametreleri olan
V1 ve k degerlerinin diizeldigi ve K grubu degerlerine yaklagtifi gézlenmistir (Sekil
3.3 ve Tablo 3.3).

Reaktivasyon kinetiklerine bakildifinda, akimin iki puls arasindaki At sliresine bagl
bir degisim izledigi ve bu degisimin {issel bir fonksiyona uydugu gozlenmisgtir.
Yapilan analizlerden kanalin reaktivasyon kinetiklerinin K, D ve D+Can gruplan

arasinda degismedigi goriilmustiir ($ekil 3.3).

Diyabet, kontrol grubu degerleriyle karsilastinldifinda I akimlarinin
yogunluklarinda da anlaml bir azalmaya neden olmaktadir (K: 4,0 + 0,3 pA/pF; D:
2,7 £ 0,4 pA/pF). Fakat, 4 haftalik candesartan-cilexetil uygulamasi (5 mg/kg/giin)
diyabetli kardiyomiyositlerde azalmig olan ortalama I degerlerini anlamli derecede

diizeltmektedir (D: 2,7 £ 0,4 pA/pF; D+Can: 4,0 + 0,5 pA/pF) (Sekil 3.2).

Bu akimlara ek olarak, Ix; akimlar1 da degerlendirilmis ve akim yogunluklarinin K
grubu kardiyomiyositlerine gére D grubunda anlamli bir degisiklik olmadig:
gozlenmistir (K: 21,6 + 1,8 pA/pF; D: 18,1 + 1,5 pA/pF; D+Can: 23,2 + 4,3 pA/pF).
Bunun yaninda, diyabetli siganlara candesartan-cilexetil uygulamasinin da Ig; akim

yogunluklarinda, herhangi bir degisiklige yol agmadig1 gézlenmistir (Sekil 3.2).
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Sekil 3.2. Gruplara ait érnek potasyum akimlan ve akim yogunlugu-zar potansiyeli
degisim egrileri. a, Kontrol; b, Diyabet; ¢, Candesartan-cilexetil verilmis diyabet gruplarini
gostermektedir. Akimlar —80 mV’tan 500 ms siireli pulslar uygulanarak elde edilmistir. I,
mutlak tepe degerlerinden (d); I, pulsun son 20 ms’lik kuyruk kesiminden (e); I, ise —40 ile
70 mV arasindaki akimlarm tepe degerlerinden I ¢ikarilarak hesaplanmustir (d). Degerler
ortalama + SEM olarak verilmistir. *p<0,05 vs K grubu, *p<0,05 vs D grubu.
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Sekil 3.3. Gruplar icin I, akimlannin kinetik analizleri. Gruplardan elde edilen ortalama
de-gerler ve Boltzman denklemlerinin uygulanmas: ile ¢izdirilmis aktivasyon (I/I,,=/1+exp
(V1 +-Vu)/&T") ve inaktivasyon (W na={1+exp(Va—V; J/kT") erileri. V), aktivasyon veya
inaktivasyon’un %50 degerine ulastifi potansiyel ve k efim parametresidir. Reaktivasyon
degerlerine ise, ¥/l = [1-exp(-t/7)] iissel fonksiyon denklemi uydurulmustur. Degerler
ortalama+SEM olarak verilmigtir.
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Tabloe 3.3. Kardiyomiyositlerden kaydedilen I;, akim yogunlugu degerleri ve kinetik
parametreleri.

Gegici Disar1 Dogru Potasyum Akimu (I,)
Maks. akim | V5 (inakt) k(i V12 (akt)
inakt k (akt
®ADF) | (mV) (nak) 1 mv) (akt)
K 14,1+1,7 -23,010,1 -5,6+0,1 23,8+0,1 16,7+0,1
(N=7) (N=7) N=7) (N=9) (N=9)
D 8,8+1,4* -27,61+0,1* -7,1+0,1* 17,1+0,1* 14,9+0,1*
N=7) IN=7) N=T7) N=7) N=7)
o 13,0204" | 20,7402 | -52+0,17 | 17,9202 | 15,502
(N=7) (N=8) (N=8) (N=7) N=T7)

Gruplara ait kisaltmalar Tablo 3.1°deki gibidir. Gruplara ait ventrikiil hiicrelerinden
kaydedilen ortalama akim yogunluklari, deneysel verilere Boltzman denklemlerinin
uygulanmasiyla elde edilen V), (yari-aktivasyon veya inaktivasyon potansiyeli) ve k (egim)
parametreleri. Degerler, ortalama+SEM olarak verilmislerdir. N= Hiicre say1s1; *p<0,05 vs

K grubu, Tp<0,05 vs D grubu.

3.3.2. L-tipi Ca** Akimlan

+

L-tipi Ca?* kanallan AP’nin seklini etkilemenin yanminda, hiicre i¢i Ca’*
homeostazinda da 6nemli rol oynamaktadir. Bu nedenle, kontrol ve diyabetli sican
ventrikiil miyositlerinden kaydedilen Ca®** akimlarinin yogunluklar1 olgiildi ve
kinetik analizleri yapildi. Bu akimlarin degerlendirilmesinden elde edilen ortalama
akim yogunlugunun zar potansiyeline gére degisim egrileri ve gruplara ait 6rnek
akim kayitlan Sekil 3.4’de goriilmektedir.

Sonuglara bakildiginda, K ve D gruplarinin akim yogunluklan (10,99+0,94 pA/pF;
11,01£0,92 pA/pF) arasinda bir fark olmadigi, dolayisiyla diyabetin kardiyak Ica
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akimlarini etkilemedigi goriilmektedir. Benzer sekilde, K ve D gruplarimin Ica
aktivasyon ve inaktivasyon kinetiklerinde de bir degisiklik gozlenmedi (Sekil 3.5 ve
Tablo 3.4). Diyabetli grubun inaktivasyon Vs ve k degerleri (-31,0 £ 1,3 mV; -7,5
1,2) kontrol kardiyomiyositlerinin ortalama degerlerinden (-33,3 + 0,5 mV; -7,1 £
0,4) istatistiksel olarak farkli bulunamadi. Bunun yaninda aktivasyon Vip ve k&
degerleri de diyabetli (-18,7 £ 0,9 mV; 4,3 = 0,9) ve kontrol (-16,5 £ 1,0 mV; 4,7 +
0,8) kardiyomiyositleri arasinda anlamli diizeyde degismemektedir (Sekil 3.5 ve
Tablo 3.4).

Tablo 3.4. Kardiyomiyositlerden kaydedilen I, akimlarinin yogunlugu ve kinetik
parametrelerinin degerleri.

L-tipi Kalsiyum Akim (Icar)

Maks. .
B~ V":S“V‘;“" k (inakt) Vl(’fm({',')“) k (ake)
(pA/pF)
K 10,09+0,94 | -33340,5 | -7,1404 | -16,5+1,0 | 47+0.8
(N=10) (N=9) (N=9) =9) (N=9)
o 11,0120,02 | 31,0413 | 75412 | -187+0,0 | 43409

(N=5) =5) (N=5) (N=5) (N=5)

Gruplara ait kisaltmalar Tablo 3.1°deki gibidir. Gruplara ait ventrikiil hiicrelerinden
kaydedilen ortalama akim yogunluklari, deneysel verilere Boltzman denklemlerinin
uygulanmasiyla elde edilen Vi, (yari-aktivasyon veya inaktivasyon potansiyeli) ve k
(egim) parametreleri. Degerler, ortalama+SEM olarak verilmislerdir. N= Hiicre sayisi;
*p<0,05 vs K grubu.
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Sekil 3.4. L-tipi kalsiyam kanal akimi. Ustte, K ve D gruplarma ait 6rnek I,y kayitlan (a,
b); Altta, ve zar potansiyeline gore 6lgiilen akim yogunluklarinin ortalamasindan elde edilen
degerlerin degisimini gosteren grafik ve akimin kayit protokolii. Degerler ortalama + SEM

ile temsil edilmistir.
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Sekil 3.5. Boltzman denkleminin uydurulmasi ile elde edilen aktivasyon ve inaktivasyon
egrileri. Aktivasyon degerleri her potansiyel degerindeki akim genliginin maksimum akim
genligine oranlanmasi ile elde dilmistir. Inaktivasyon akim degerleri ise alttaki grafikte
gosterilen protokole gore kaydedilmigtir. Degerler ortalama + SEM ile temsil edilmistir.
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3.4. Kasilma ile flgili Parametreler

Diyabetin sigan kalbinin elektriksel aktivitesinde yol agtig1 degisikliklerin fonksiyon
bozukluklarina kadar uzayip uzamadiginin belirlenmesi de biiyiik 6nem tasidigindan
kasilma cevaplarina da baktik. Kalbin mekanik aktivitesine bakildiginda, diyabetin
papiler kasin kasilma parametreleri olan TP ve RTsy degerlerini (109,36 + 5,95 ms;
100,86 + 5,99 ms), kontrol degerlerine (89,58 + 3,56 ms; 63,92 + 2,90 ms) gore
uzattig1 gézlenmigtir. 4 haftalik candesartan-cilexetil tedavisinin uzamis olan RTsy’yi
anlaml1 seviyede diizelttigi (80,75 + 6,33 ms), ancak TP degerini de kisaltmasina
ragmen (100,92 + 2,68 ms), bu diizelmenin istatistiksel olarak anlamli diizeyde
olmadig gériilmiigttir (Tablo 3.5 ve Sekil 3.6).

Kontrol hayvanlarina candesartan-cilexetil verilmesi kasilma parametrelerini
etkilememektedir. Bunun yaninda, gruplarin maksimum kasilma kuvvetlerinin

ortalama degerinde anlamli bir fark gériilmemistir (Tablo 3.5 ve Sekil 3.6).

Tablo 3.5. Deney hayvanlarinin papiler kas kasilma parametreleri.

Maks. (mg) TP (ms) RT5 (ms)
K (n=9) 415,09+51,14 89,583,56 63,92+2,90
K+Can (n=10) 426,08+56,34 86,33+2,00 65,89+2,87
D (n=7) 475,72437,58  109,36£5,95*  100,86£5,99*
D+Can (n=9) 477,74+59,54  100,9242,68 80,75+6,33"

Gruplara ait kisaltmalar Tablo 3.1°deki gibidir. Papiler kas kasilma egrilerinin maksimum
gerimi (Max), tepeye ¢ikis siiresi (TP) ve tepenin %50’sine inis zamam (RTsp). Degerler
ortalamatSEM olarak verilmigtir. n= Hayvan sayisi, *p<0,05 vs K grubu, Tp<0,05 vs D
grubu.
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Sekil 3.6. Kasilma parametrelerinin degisimi. Kontrol (K), diyabet (D) ve 4 hafta boyunca
ginde 5 mg/kg/giin candesartan-cilexetil verilmis diyabet (D+Can) ve kontrol (K+Can)
gruplan igin 6rnek kasilma egrileri (A) ve ortalama degerler i¢in ¢izdirilmig histogram (B).

Degerler ortalama+SEM olarak ifade edilmistir. *p<0,05 vs K grubu, Tp<0,05 vs D grubu.
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3.5. Hiire i¢i Serbest Ca?* Derigimi Olgiimleri

Hiire i¢i Serbest Ca** Derigimi ([Ca®];)) derigsimi kalbin mekanik aktivitesini
diizenleyen en Onemli etkenler arasinda yer almaktadir. Bu yiizden, diyabetin
kardiyomiyositlerde [Ca®*]; homeostazim degistirmis olabilecegi ve kasilmayi bu
yolla bozabilecegi diisliniilerek [Ca?*)i depisimi olgildii. Ayrica, bu yolla
candesartan-cilexetil’in  diizeltici etkilerinin kaynaginin da belirlenebilecegi

diistintildii.

Izole edilen kalp hiicreleri Fura 2-AM yiiklendikten sonra iki ucuna elektrot
yerlestirilmis kiivete az sayida hiicre alinarak birka¢ uyar: verilmis ve elektriksel
uyariya cevap verebilenler segilmigtir. Bir siire (~20 s) dinlenim durumundaki
kardiyomiyositten bazal Ca®" dl¢iilmesinin ardindan 0,2 Hz frekansinda elektriksel

alan uyarisi verilerek transient Ca? cevaplar da ol¢lilmiigtiir.

3.5.1. Hiicre i¢i Serbest Bazal Ca>* Seviyeleri

Dinlenim durumundaki hiicreden alinan baglangigtaki ~20 s’lik sinyallerin ortalamasi
almarak iki dalga boyunun floresan siddetlerinin oram tiirtinden ifade edilmigtir
(AF3401380). Bu 6lgiimlerin sonucunda, D grubunun hiicre i¢i bazal Ca>* seviyesinin K
grubuna goére anlamh derecede arttifi gozlenmigtir. Buna karsiltk 4 hafta
candesartan-cilexetil verilmis diyabetli sigan kardiyomiyositlerinde hiicre i¢i serbest
bazal Ca®* seviyesinin D grubuna gore azaldifi ve bu degisimin istatistiksel olarak
anlamli oldugu goriilmisttir (Tablo 3.6 ve Sekil 3.7). Fakat, D grubu
kardiyomiyositlerinin BIM ile 4 saatlik inkiibasyonu hiicre i¢i bazal Ca®*
degerlerinde 6nemli bir degisiklige yol agmamigtir (Tablo 3.6 ve Sekil 3.7).

K+Can ile K gruplan kardiyomiyositlerinin hiicre igi bazal Ca®>* seviyeleri arasinda
bir farka rastlanmamigtir. Bunun yaninda, BIM ile 4 saatlik inkiibasyonun da K
grubu hiicrelerinde olgiilen hiicre i¢i bazal Ca®* deperlerine etkisi olmadig1
gortilmiigtiir (Tablo 3.6 ve Sekil 3.7).
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Bu sonuglar, diyabetin kalp miyositlerinde Ca** yiikklemesine neden oldugunu ve Ang
II reseptér blokorii olan candesartan-cilexetil’in bu etkiyi ortadan kaldirdigim

gOstermektedir.

Tablo 3.6.. Kardiyomiyositlerden kaydedilen hiicre i¢i bazal Ca®" degerleri.

K K+Can D D+Can | BIM Inc+D Il::-l:’:(
@=57) | @=48) | (u=60) | (@=55) | @=29) | oo
Bazal Ca™ t
Degerleri | 0,42+0,00 | 0,42+0,01 | 0,46+0,01* | 0,41+0,01" { 0,46+0,01* | 0,43+0,01
(AF3401380)

Kontrol (K), diyabet (D), 4 hafta boyunca 5 mg/kg/giin candesartan-cilexetil verilmis kontrol
(K+Can) ve diyabet (D+Can) gruplar1 kardiyomiyositleri ile 4 saat 100 nM BIM ile inkiibe
edilen kontrol (BIM Inc+K) ve diyabetli (BIM Inc+D) kardiyomiyositlerden kaydedilen
bazal Ca** diizeyleri. Degerler ortalama+SEM olarak ifade edilmislerdir. n= Hiicre sayisi,

*p<0,05 vs K grubu, Tp<0,05 vs D grubu.
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Sekil 3.7. Gruplarin hiicre i¢i serbest bazal Ca®* seviyeleri. Dinlenim durumundaki
kontrol (K), diyabet (D), 4 hafta boyunca 5 mg/kg/giin candesartan-cilexetil verilen kontrol
(K+Can) ve diyabet (D+Can) kardiyomiyositlerinden kaydedilen ~20 s’lik sinyallerin

ortalama degerleri ve standart hatalar (ortalama+SEM). *p<0,05 vs K grubu, Tp<0,05 vs D

grubu.
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3.5.2. Hiicre I¢i Ca®* Transientleri

Bazal Ca®* seviyesinin yamnda, uyarilma durumunda [Ca®*]; degisimi ve kinetigi
kasilmanin seyri agisindan biiyiikk 6nem tagimaktadir. Hiicrelerin elektriksel uyarimi
ile SR’dan sitoplazmaya salinan Ca’"’un miktarim ve bunun geri alimimin kinetigini
belirleyebilmek i¢in her hiicreden 0,2 Hz frekansindaki uyaranlar ile 180-200 s
boyunca kayit alindi. Her hiicre igin bu stire boyunca gdézlenen Ca®* sinyalleri
(transient) Excel ortaminda tek tek uygun bir matematiksel fonksiyona (gama
fonksiyonu) uydurulup parametreleri (Max, TP, DTsg) Sl¢iilmiis ve hiicre bu siire
boyunca kaydedilen Ca**-transientlerinin degerlerinin ortalamas: ile temsil
edilmigtir. Sekil 3.8’de bu tiirden 6rnek bir kayit ve sag alt kdsesinde uyaranin
uygulama bigimi yer almaktadir. Sekil 3.9 ise, gruplart temsil eden birer Ca®*

transientini ve onlara uydurulmus egrileri géstermektedir.

LR LT
WULUUAA,

L

0.2

F340/380
30 mVv

Sekil 3.8. Hiicre i¢i Ca transientleri. Bir kontrol kardiyomiyositinden uyaran etkisinde
belli bir zaman boyunca kaydedilen hiicre igi Ca®* transientleri ve hiicre uyaram olarak
elektriksel alan uyarisinin uygulama bigimi.
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Sekil 3.9. Gruplara ait érnek Ca® transientleri ve iizerlerine uydurulmus fonksiyon
(gama dagilim fonksiyonu) egrisi (kesikli ¢izgi). Kontrol (K), diyabet (D), 4 hafta boyunca
5 mg/kg/giin candesartan-cilexetil verilmis diyabet (D+Can) gruplarinin kardiyomiyositleri
ve 100 nM BIM ile 4 saat inkiibe edilmis diyabetik sigan kardiyomiyositleri (BIM Inc+D)
temsil edilmigstir. Transientler 10 ms stireli, 20-30 V’luk pulslarin 0.2 Hz frekansinda
uygulanmastyla elde edilmigtir.

Olgiilen ortalama degerler karsilastrildiginda, diyabetin kontrole gore Ca’*
transientlerinin Max degerini diigtirdiigii, TP’yi ve DTsp’yi ise anlamh diizeyde
uzattig1 goriilmistiir. Bununla birlikte, 4 haftalik 5 mg/kg/giin candesartan-cilexetil
uygulamasimn diyabetin baskilamig oldugu genligi anlamli derecede arttirdigt ve
kinetik degerleri 6nemli Glgtide diizelttii gozlenmistir (Tablo 3.7 ve Sekil 3.10).
Ayrica, diyabetik sigan kardiyomiyositleri bir PKC inhibitérii olan BIM ile 4 saat
inkiibe edildiginde, benzer sekilde transientlerin hem genliklerinin, hem de kinetik
parametrelerinin diizeldii ve diyabetle karsilagtirildiinda bu etkinin istatistiksel
olarak anlamli oldugu tespit edilmigtir (Tablo 3.7).

Kronik candesartan-cilexetil uygulamasi kontrol hayvanlarinin izole Kkalp
hiicrelerinden &lgiilen Ca®* transientlerinin Max degerini K grubuna gére anlaml

derecede diislirmiistiir. Buna ek olarak, K grubu ile karsilagtirildiginda, DTsg
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degerlerinde de bir uzama oldugu, fakat TP degerlerinin degigmedigi goriilmektedir
(Tablo 3.7 ve Sekil 3.10).

BIM ile 4 saat inkiibe edildiginde, K grubu kardiyomiyositlerinin Ca®*
transientlerinin genligi azaldigi halde, DTsy degerleri anlamli seviyede uzamuistir.
Buna karsilik, TP degerleri degismemektedir (Tablo 3.7).

Sonug olarak, diyabet uzun vadede kardiyomiyositlerin Ca** transientlerinde Snemli
degisikliklere neden olmakta; genliklerini baskilarken, kinetik parametrelerini
yavaglatmaktadir. Buna karsilik, candesartan-cilexetil tedavisi bu degisikliklerin
tamamim anlamli derecede diizeltmektedir. PKC inhibisyonu da diyabetli
kardiyomiyositlerde benzer bir diizelmeye neden olmaktadir. Normal sigan
kardiyomiyositlerinde candesartan-cilexetil’in ve BIM’in olugturdugu degigiklikler
bu sonuglar1 agiklayabilecek dogrultuda degildir. Aksine, baz1 parametreleri diyabete
benzer bir sekilde degistirmektedirler.

Tablo 3.7. Kardiyomiyositlerden kaydedilen hiicre i¢i Ca** transientlerinin analiz
sonuglari.

Max (AF340/380) TP (ms) DTS5y (ms)
K (n=57) 0,33520,01 172,1143,74 522,64+11,87
K+Can (n=48) 0,26:0,01* 169,36+3,70 563,74+18,35*
D (n=60) 0,25+0,01* 248,99+5,66* 676,77+16,98*
D+Can (n=55) 0,32+0,02" 169,78+3,84 578,00+15,74"
BIM Inc+D (n=29) 0,38+0,02" 209,77+8,61" 586,06+16,16"
BIM Inc+K (n=28) 0,27+0,02* 180,13+6,96 685,24:+40,67*

Gruplara ait kisaltmalar Tablo 3.6’daki gibidir. Kardiyomiyositlerden kaydedilen Ca®*
transientlerinin kinetik parametreleri (Max, TP, DTs,). Degerler ortalama + SEM olarak

ifade edilmislerdir. n= Hiicre sayisi, *p<0,05 vs K grubu, Tp<0,05 vs D grubu.
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Sekil 3.10. Alan uyars: ile kaydedilmiy Ca®* transientleri. Transientlerden hesaplanan
maksimum genliklerin ve kinetik parametrelerin ortalama degerleri (ortalamat+SEM). A;
maksimum genlik (AFs40380), B; tepeye ¢ikis siiresi (TP), C; maksimum degerin %50°sine

inig siiresi (DTso). *p<0,05 vs K grubu, Tp<0,05 vs D grubu.
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3.5.3. Ca?" Salum ve Kafein Yamit1

Ventrikiil hiicrelerinin 120 s boyunca uyarilmalarimin ardindan 10 mM kafein
uygulamastyla depolardaki Ca’’un bosalmas: saglandi. Ortalama degerler
karsilagtinldipinda K grubuna (0,44 + 0,02) gére D grubu (0,37 £ 0,01)
kardiyomiyositlerinden salinan Ca®* miktarinin daha diisiik oldufu goriilmiigtiir.
Bunun yaninda, 4 haftalik candesartan-cilexetil uygulamasinin diyabetli hayvanlarin
kafein yamitlarim1 anlamli derecede diizelttigi gozlendi (0,41 + 0,02). Fakat, aym
uygulama normal sigan kardiyomiyositlerinin kafein yanitlarim baskilayici bir etki

gostermigtir (0,33+0,01).
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Sekil 3.11. Kafein (10 mM) uyarimh Ca®* salim1 sonuclan. Ventrikiil hiicreleri 120 s
siireyle 0,2 Hz’lik frekansta uyarildiktan sonra uyar: kesilmis, 30 s sonra kafein mikropipet
ile banyo ortamma eklenmigtir. Cergeveli boliim 6rnek kayitlar: gostermektedir. Gruplara ait
kisaltmalar diger sekiller ile aymidir. Degerler ortalama+SEM olarak ifade edilmistir.

*P<0,05 vs K grubu, Tp<0,05 vs D grubu.
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4. TARTISMA

Diyabetin lokal RAS aktivitesini ve RAS elemanlarimin miktarim arttirdi
bilinmektedir. Bir ¢ok ¢aligmada deneysel tip 1 diyabet modellerinde Ang II
seviyesinin ve AT, reseptdr yogunlugunun arttif1 ortaya konulmustur (Sechi ve ark.,
1994; Malhorta A. ve ark., 1997; Fiordaliso ve ark., 2000). Ayrica, diyabetik sigan
kalbi PLC-DAG yolu iizerinden PKC aktivitesinin arttin (Ishii ve ark., 1998;
Shimoni, 1999; Shimoni ve Liu, 2003) ve hiperglisemik durumda bile AT, reseptdr
blokajmin bu enzim aktivitesini normale gevirdigi gosterilmigtir (Malhorta ve ark.,
1997; Malhorta ve ark., 2001). Bunlara ek olarak, Shimoni (2001), hem AT resept6r
blokorii olan valsartan’in hem de ACE inhibitérii olan quinapril’in diyabetik
kardiyomiyositlerde azalmig olan K' akimlarmin yaminda AP degisikliklerini de
diizelttigini gbstermistir. Ang II’nin etkinligini ortadan kaldirmanin veya olusumunu
engellemenin diyabetin neden oldugu degisiklikleri ortadan kaldirdigini g&steren bu
bulgular, Ang II sinyal zincirinin diyabetik kardiyomiyopatinin olusumunda rol
aldigina iligkin iddialan gliclendirmektedir.

Bizim ¢aligmamiz da bagka bir AT resept6r blokorii olan candesartan’in diyabetik
kalpte olusan mekanik ve elektriksel aktivite degigikliklerine olan etkisini ortaya
koymakta ve bunlarin altinda yatan mekanizmay1 aydinlatmaya katkida bulunacak
deliller sunmaktadir. Oncelikle, kalp dokusundan AP kayitlarimn yam sira kasilma
cevaplani kaydedilmis, arkasindan iyonik akimlar ve [Ca®']; degisiklikleri de

incelenerek konu biitiinsel bir yaklagimla ele alinmagtr.

Deney hayvanlarmin genel ozellikleri ve fiziksel durumlarma bakildiginda;
baglangigta dort gruptaki siganlarin saglikli bir goriintime sahip olduklart ve
agirhiklarinin yaslarina uygun seviyelerde ve birbirine yakin oldugu goriilmektedir.
Fakat, deney stiresince diyabetli gruplarin kilo aliminda bir duraklama oldugu hatta
zayifladiklarnt goriilmiistlir. Bu da, kan sekerinin artigina paralel olarak diyabette
beklenen bir sonugtur ve literatiirdeki bulgularla uyumludur (Fein ve ark., 1980;
McNeill ve ark., 1991; Ayaz ve ark., 2004). Gavaj yoluyla doért hafta boyunca
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mideye dogrudan candesartan-cilexetil verilmesinin diyabetin neden oldugu bu
fiziksel parametreleri genel olarak pozitif yonde degistirmedigi g6zlenmistir. Buna
karsilik, kontrol ve candesartan-cilexetil verilen kontrol gruplarinin agirliklar1 deney
stiresi boyunca beklenen sekilde diizenli olarak artarken, kan sekeri diizeyleri
degismemistir. Bu bulgular, kronik candesartan-cilexetil uygulamasinin ne diyabetik
ne de kontrol siganlarmin izlenen Kkendilerine o6zgii fiziksel ve metabolik

parametrelerini etkilemedigini géstermektedir.

Diyabetin kalp kasi AP’nin repolarizasyon evresinin siiresini uzattifi birgok
caligmada gosterilmistir (Shimoni ve ark., 1994; Ayaz ve ark., 2004). Bizim
deneylerimizde de diyabetin papiler kas AP’inin repolarizasyon fazim1 anlamhi
diizeyde uzattifn gOriilmiigtiir. Do6rt haftalik candesartan-cilexetil tedavisi bu
degisikligi onemli Olglide geri gevirmektedir. Diyabetik kalp AP’deki bu uzamaya
neden olan mekanizmalara iliskin ¢esitli varsayimlar bulunmaktadir. Birgok
caligmada diyabetik kardiyomiyositlerde &zellikle K™ akimlarmin azalmasmn
AP’deki uzamaya neden olan faktorlerin baginda geldigi iddia edilmektedir (Shimoni
ve ark., 1994; Ayaz ve ark., 2004; Magyar ve ark., 1992). Calismamizin sonuglari,
literatiir bulgulanyla uyumlu bir gekilde diyabetin I, ve I akimlarim azalttiim
gostermistir. Bunun yaninda, diyabetin Ii,’nun aktivasyon ve inaktivasyon
kinetiklerini degistirdigini gbsteren (Wang ve ark., 1995; Magyar ve ark., 1992)
literatlir bulgularina paralel olarak, aktivasyon ve inaktivasyon egrilerinin ~5 mV
sola kaydigi gorilmiistiir. Buna ek olarak, diyabetli siganlara bir AT; reseptér
blokdrii olan candesartan-cilexetil’in 4 hafta boyunca verilmesi diyabetik
kardiyomiyositlerde azalmig olan K' akimlarm diizeltmistir. Ayrica, Io’nun
inaktivasyon egrisinin diizeldigi, aktivasyon egrisinin ise degismedigi g6zlendi.
Bulgularimiz ile paralel olarak, Shimoni (2001)’nin de bagka bir AT reseptor
blokdrii olan valsartan ile bu akimlarin diizeldigini bildirmis olmasi, Ang II
reseptorlerinin  diyabetik kardiyomiyositlerde gozlenen AP ve K° akimi
degisikliklerinde rolii oldugunu ve AT reseptor blokajimin bu etkiyi geri ¢evirdigini

gGstermektedir.
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Kardiyak AP siiresinin uzamasimna neden olabilecek bir diger iyon akimi da L-tipi
Ca* akimidir. Bugiine kadar, AP repolarizasyon siiresinin uzamasindan Ca®*
akimlarindaki artisin da sorumlu oldugu ileri siirlilmiis (Hayashi ve Noda, 1997) olsa
da, Ca®* akimlarinin degismedigini (Jourdon ve Feuvray, 1993; Tsuchida ve
ark.,1994) ve hatta azaldigim gésteren galigmalar da bulunmaktadir (Wang ve ark.,
1995). Deneylerimiz sonucunda 5 haftalik diyabetik stirecin L-tipi Ca®* akimm
etkilemedigi g6zlenmigtir. Bdylece, AP’nin repolarizasyon fazimn stiresindeki
uzamanin bu akimdaki bir degisikligin sonucu olmadii goérilmiistiir. Buna ek
olarak, bu akimlarm aktivasyon ve inaktivasyon kinetiklerinin de degismedigini

ortaya koyan bulgularimiz bu sonuglar pekistirecek niteliktedir.

Diyabetin mikro/makrovaskiiler bulgulardan bagimsiz olarak ortaya ¢ikan ve birgok
hastanin 8liimiine yol agan, 6zel bir tip kardiyomiyopatinin olusumuna neden oldugu
bilinmektedir (Fein, 1990). Diyabetik kardiyomiyopati diastolik ve sistolik fonksiyon
bozukluklarina yol agmakta, bagka bir deyisle kalp dokusunun gevseme ve kasilma
islevlerinde anormalliklere neden olmaktadir. Diyabetik kalpte goriilen bu yetmezligi
yalmzca AP’ndeki degisiklik ile agiklamak olasi goriinmemektedir. AP ile [Ca™];
homeostaz1 arasindaki iligki heniiz agikliga kavusturulamamis olmakla birlikte,
[Ca*]’nin kas aktivitesindeki rolii uzun zamandir bilinmektedir. Bu nedenle,
diyabetin neden oldugu kasilma bozukluklarmin kardiyomiyositlerin [Ca™];
homeostazinda gézlenen degisikliklerle yakindan iligkili oldugu diisliniilmiis ve bu
diisiince deneysel bulgularla desteklenmigtir (Ishikawa ve ark., 1999; Choi ve ark.,
2002; Ye ve ark., 2003; Norby ve ark., 2004).

Diyabetin yol agtif1 fonksiyonel degisimleri gbzlemek ve candesartan tedavisinin
buna etkisini arastirmak igin, gruplarin kalplerinden izole edilen papiler kas
demetleri uyarilarak kasilma cevaplari da degerlendirilmigtir. Yapilan analizlerde,
diyabetin literatiirdeki bulgularla benzer sekilde (Ishikawa ve ark., 1999; Satoh ve
ark., 2001; Trost ve ark., 2002) kalbin fonksiyonel yamitlarin1 degistirdigi (6rnegin
TP, RTsy gibi) gozlenirken, 4 haftalik candesartan-cilexetil tedavisinin bu
parametrelerden RTso’yi tlimiiyle diizelttigi, TP’de ise kismi, fakat istatistiksel olarak
anlaml1 seviyede olmayan bir iyilesmeye neden olugu goriilmiigtir. Bu gézlemler,
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Ang 11 reseptor sisteminin AP ve K akim1 degisiklikleri yaninda, diyabette goriilen
fonksiyonel yetmezliklerin de olugumunda rolii oldugunu ve reseptor blokajimn bu
anormallikleri geri ¢evirdigini gostermektedir. Candesartan-cilexetil uygulamasinin
normal siganlarda bir degisiklik olugturmadiginin gézlenmesi, diyabetik kalpteki
diizeltici etkisinin artmis olan Ang II sisteminin baskilanmas1 sonucu ortaya giktigim
diigiindiirmektedir. Bununla baglantih olarak, kasilma cevaplarinda olusan
degisikliklerin [Ca®*]; homeostaz: ile iligkisinin belirlenmesi mekanizmanin
aydinlatilmas agisindan 6nemli hale gelmektedir. Ctinkii, kalbin kasilmasimin temel

2+

aktorlerinden olan Ca“’un diizenlenmesinde olugabilecek degisiklikler dogrudan

islevsel bir etki yaratabilmektedir.

Ca’* kalp igin hayati bir dneme sahip olsa da, normal kosullarda sitozolde
konsantrasyonu diisiiktiir. Ciinkii, hiicreler i¢in vazgeg¢ilmez olan bu iyonun uzun
siireli artig1 hiicredeki bazi enzimleri harekete gegirerek hiicrenin Sliimiine neden
olabilmektedir (Hulsmann, 1983; Viarengo ve Nicotera, 1991; Sato ve ark., 1995;
Gorza ve ark., 1996; Tsuji ve ark., 2001; Matsumura ve ark., 2001). Ancak, Ca**
hiicrenin uyarilmasim takip eden kisa bir siire i¢in gegici bir artig gosterir -ki bu
kontraktil makineyi harekete gecirir- arkasindan, hizla dinlenim durumu
konsantrasyonuna geri diiger. Bu yiizden, [Ca®]; diizenlenmesi ve kontrol
mekanizmalarimin igleyisi ventrikiil hiicreleri i¢in ¢ok Onemlidir. Bu nedenlerden
dolay1, diyabetin [Ca®']; diizenlenmesine olan etkileri birgok ¢aligmaya konu olmusg
ve kardiyak miyositlerin [Ca®"]; seviyesini diizenleyen mekanizmalarda ciddi
degisikliklere neden oldugu gosterilmigtir (Choi ve ark, 2002; Norby ve ark., 2004;
Ye ve ark., 2003; Hayashi ve Noda, 1997; Dhalla ve ark.,1998; Pierce ve
Russel, 1997; Holloway ve ark., 1999).

Literatiirde tip 1 diyabetin ventrikiil hiicrelerinde bazal [Ca2+]i seviyesini
degistirmedigi (Yu ve ark., 1997) ya da azalttif1 (Hayashi ve Noda, 1997) y6niinde
iddialar ileri stirilmustiir. Ancak yakin zamanda Norby ve ark., (2004) STZ verilerek
diyabet olusturulmug farelerde bazal [Ca*"]un arttigim gosteren, sonuglarimizla
uyumlu bulgularim1 yayinlamiglardir. Bizim ¢aligmamizda da, dinlenim durumundaki
kardiyomiyositlerden yapilan kayitlarda diyabetin bazal [Ca®"); seviyesini arttirdig1
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gozlenmigtir. Bunun yaninda, 4 haftalik candesartan-cilexetil tedavisinin diyabetik
kardiyomiyositlerin bazal [Ca®"]; seviyesini normal degerlerine diigiirdiigti tespit
edildi. Bulgularimiz, diyabetik kosullarda dinlenim halinde bile ventrikiil
hiicrelerinde Ca®* yiiklemesi oldugunu ve AT; reseptdr blokajimin artmis olan
sitozolik [Ca®']; seviyesini diistirdiigiinii gostermektedir. Literatiirdeki sonuglar
arasindaki farklar diyabetin siiresi, kayitlarin alindigi ortam ¢dzeltisinin igerdigi Cca**
miktar ve teknik farkliliklardan kaynaklanmaktadar.

Bunlarin yaninda, kalbin temel iglevi olan kasilma etkinligi sirasinda [Ca®");
seviyesinin nasil degistigi ve diyabetin bu degisime etkisi ¢ok onemlidir. Nitekim,
diyabetik kardiyomiyositlerde elektriksel uyaran ile kaydedilen Ca®" transientlerinin
genliginin diigtiigii, tepeye ¢ikig ve inig zamanlarinin ise uzadif1 gésterilmistir (Choi
ve ark, 2002; Norby ve ark., 2004). Bununla birlikte Ye ve ark. (2003) farelerle
yaptiklar1 deneylerde genetik yoldan olusturulmus diyabetin kinetik parametrelerde
uzamaya neden oldugunu, fakat Ca®* transientlerinin genliklerini degistirmedigini
gOstermislerdir. Oysa ki bizim ¢aligmamizda, diyabetin Ca®" transientlerinin genlik
degerlerini kontrol grubu miyositlerine gore diigiirdiigii ve TP ve RTsp siirelerini
uzattify goriildii. Buna ek olarak, AT reseptor blokajinin hem genligi hem de kinetik
parametreleri diizelttigi tespit edildi.

Ayrica, PKC inhibisyonunun candesartan-cilexetil uygulamasiyla benzer sekilde
Ca®* transientlerinin genligini ve kinetik parametrelerini kontrol degerlerine yakin
seviyelere c¢ektigi gorlilmistir. Bu sonuglar diyabetik kalpte olugan [Ca®");
homeostazindaki degisikliklerin ve kasilma bozukluklarinin Ang II ve onun sinyal
sisteminin bir ajan1 olan PKC ile iligkili olabilecegini gdstermektedir. Ciinkii
diyabetik siganlarda hem RAS’in (Ang II, AT; reseptorleri) etkinliginin arttifi,
(Sechi ve ark., 1994; Brown ve ark., 1997; Fiordaliso ve ark., 2000) hem de PKC’nin
ekspresyonunda artis oldugu bir¢ok deneyle gosterilmigtir (Malhorta ve ark., 1997,
Ishii ve ark., 1998; Shimoni, 1999). Bunun yaninda, AT; reseptdr uyarimimmin PLC
aracilifiyla PKC’yi aktiflestirdigi de bilinmektedir (Baker ve ark., 1992). Malhotra
ve ark (2001) hem Ang II, hem de glikoz ile inkiibe edilen sigan ventrikiil
hticrelerinde de PKC aktivitesinin arttifini, AT; reseptdr blokajinin bu etkiyi ortadan
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a’"un SR’a geri

kaldirdigim go6stermiglerdir. Ayrica, PKC’nin hiicre igindeki C
alimimm engelledigi de gosterilmistir (Rogers ve ark., 1990). Nitekim, kafein
deneylerinden elde ettigimiz sonuglar da diyabetli kardiyomiyositlerin hiicre i¢i Ca®*
depolarinda azalma oldugunu ve AT; reseptdr blokajinin bu etkiyi geri ¢evirdigini
gostermektedir. Bu da, PKC’nin SERCA aktivitesini azaltarak Ca®>* depolarimin

dolmasim engelledigi goriisiinii (Rogers ve ark., 1990) desteklemektedir.

Sonug olarak ¢aligmamizin ortaya koydugu bulgular ve literatiir bilgileri, diyabetik
kalbin fonksiyon bozuklugunda [Ca®*]; diizensizliklerinin rolii oldugunu ve bu
bozukluklarin AT, reseptor blokaji ile diizeldigini g6stermektedir. Ayrica, bu etkinin
bu sistemin aktive ettii PKC {iizerinden olabilecegine iligkin kamtlar ortaya
koymaktadir.

Ancak g¢alismamiz, [Ca**]; homeostazindaki bozukluklarda hangi diizenleyici
proteinlerin (SERCA, Na*/Ca®* degis-tokusgusu, PMCA, PLB) rolii oldugunu ve
AT, reseptor blokajimn bu proteinler tizerindeki etkisini gostermemektedir. Bu
deneylerin yapilmasi1 AT reseptor blokérlerinin diizeltici etkisinin mekanizmasimn

aydmlatilmasini saglayacaktir.
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5. SONUC VE ONERILER

Bu ¢alismada, diyabetik kogullarda etkinlifinin arttif1 gésterilmis olan ve diyabete
bagh komplikasyonlarin gelismesinden sorumlu olabilecegi diistiniilen Ang II sinyal
yolagimin inhibisyonunun, bu hastalikta gelisen kalp yetmezliklerine etkisi ve bu
etkinin mekanizmas: aragtinlmigtir. Bunun igin, kalbin elektriksel ve mekanik

aktivitelerinin yaninda, hiicre i¢i iyon degisimleri de Sl¢lilmiistiir.

AT, reseptér blokérii olan candesartan-cilexetil’in 4 haftalik uygulama sonunda,
diyabetli kalplerde uzadig1 bilinen papiler kasinin AP repolarizasyon siiresini Snemli
derecede kisaltmaktadir.

Candesartan-cilexetil tedavisinin diyabetik kardiyomiyositlerin baskilanmig olan K*

akimlarin1 normale gevirmektedir.

Candesartan-cilexetil tedavisi sonunda, diyabetli kardiyomiyositlerde bozulmus olan

hiicre i¢i Ca?* homeostazi Snemli derecede diizelmektedir.

Diyabetli kardiyomiyositlerin PKC inhibitérii olan BIM ile in vitro inkiibasyonu da
hiicre i¢i Ca?* homeostazinda AT, reseptdr blokaji ile benzer etkiler géstermistir. Bu
sonuglar, Ang II sinyal zincirinin bir basamagi olan PKC’nin diyabetik kalbin hiicre

i¢i Ca®* homeostazindaki bozukluklarda rolii olabilecegini gostermektedir.

Diyabetli siganlara 4 hafta boyunca candesartan-cilexetil verilmesi kalbin mekanik

aktivitesinin baz1 parametrelerini diizeltmektedir.

Sonug olarak, candesartan-cilexetil tedavisinin diyabetli sican kalbinde bozuldugu
bilinen elektriksel ve mekanik aktiviteyi diizeltmesi, Ang II sinyal yolagimn bu
bozukluklarda rolii oldugunu géstermektedir. Ayrica, BIM’in de AT, reseptor blokaji
ile benzer etkiler gdstermesi, bu etkinin PKC iizerinden olduguna isaret etmektedir.
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Bu ¢aligma ile mevcut kosullarda anti-hipertansif bir ilag olarak kullamlan
candesartan-cilexetil’in, ilerde diyabetin yol ag¢tif1 kardiyovaskiiler sorunlari

gidermede de kullanilabilecegi gosterilmigtir.

Bununla birlikte, bu sonuglar pekistirecek ve etki mekanizmasinmin aydinlatilmasina
katkida bulunabilecek ek caligmalar da gerekmektedir. Oncelikle, bu etkilerin Ang II
sinyal zinciri tizerinden oldugunu ifade edebilmek i¢in aymi reseptdre duyarli bagka
blokérler kullanilarak benzer sonuglara ulagilabilmelidir. Bunu yaninda, etki

mekanizmasini anlamak i¢in dolayli olmayan ve agik kanitlar ortaya konulmahdir.



53

OZET

Anjiyotensin II Reseptoriiniin Deneysel Diyabetik Sican Kalbi Elektriksel
Aktivitesindeki Rolii

Deneysel diyabette vaskiiler komplikasyonlardan bagimsiz bir tip kardiyo-
miyopatinin geligtigi bilinmektedir. Diyabette kalp kasmin kasilma ve gevseme
hizinda azalma ve aksiyon potansiyeli (AP) stiresindeki uzamanin yaninda, hiicre igi
Ca®" transientlerinin kinetiklerinin de degistii ifade edilmistir. Bu galismanin amaci,
kalbin mekanik ve elektriksel aktivitelerinde diyabetin yol agtifi bozukluklarda
angiotensin II tip 1 (AT)) reseptorlenmn rolunu aragtirmaktir. Bunun yaninda,
diyabetin kardiyomiyositlerin hiicre igi Ca’* homeostazinda neden oldugu
degisiklikler ve bunlarin Ang II sinyal yolag: ile 1llsk1sm1n ortaya konmasi
amaglanmusgtir. Sonug:lanm1z diyabetik kard1y0m1y081tlerde Ca®* transientlerinin
tepeye ¢ikig siiresi (TP)’nin ve tepeden %50’sine inig siiresi (DTsp) nin artt1g1m
buna karsilik genligin azaldigimi géstermektedir. Ayrica, bu hiicrelerin bazal Ca**
seviyelerinin de arttif1 gozlenmigtir. Bununla birlikte, bir AT, reseptdr blokorii olan
candesartan-cilexetil (5 mg/k gun 4 hafta sureyle) uygulamasimin diyabetli
ventrikiil hiicrelerinde bazal Ca*" seviyelerini ve Ca®*-transientlerinin deglsmls olan
kinetik parametrelerini diizeltmigtir. Buna ek olarak, diyabet kasilma egrisinin TP
degerini ve gevsemenin %50’sine inig stiresini (RTsq) uzatirken, candesartan-cilexetil
tedavisi papiler kas demetinin degismis olan kasilma parametrelerini diizeltmistir.
Ayrica, verilmesi diyabetik siganlarda uzamis olan AP siiresini ve baskilanmig olan
K* akimlarini diizeltmektedir. Diyabetik sigan izole kardiyoniyositleri protein kinaz
C (PKC) inhibitérii olan bisindolylmaleimide I (BIM) ile inkiibe edildiginde, hiicre
igi Ca®" transientlerinin kinetiklerini candesartan-cilexetil uygulamasina benzer
sekilde etkiledigi gosterilmistir. Bu sonuglar, kardiyomiyositlerin hiicre i¢i Ca®
diizenlenmesinde ve izole kalp preparatlarinin kasilma parametrelerinde ortaya ¢ikan
diyabete bagli degisikliklerde AT; reseptrlerinin yer aldifimi gostermektedir.
Neticede, diyabetik siganlarin AT; reseptr blokorii olan candesartan—cﬂexetll ile
dort hafta tedavi edilmesi, ventrikiil hiicrelerinin hiicre i¢i Ca®* diizenlenmesindeki
anormallikleri diizeltmenin yaminda, izole kalp preparatlarinin bozulmus olan
elektriksel ve mekanik aktivitelerini etkin bir sekilde geri ¢evirmektedir.

Anahtar Sozciikler: Aksiyon Potansiyeli, Candesartan, Hiicre I¢i Kalsiyum, Kalp,
Papiler Kas, Tip I Diyabet.
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SUMMARY

The role of Angiotensin II receptor on electrical activity of experimental

diabetic rat heart

Experimental diabetes is known to be associated with a cardiomyopathy, which
occurs even in the absence of vascular complications. Slowing down of cardiac
muscle contractions and relaxations in association with altered kinetics of
intracellular Ca®" transients have been reported as well as prolongation in action
potential duration in STZ-induced diabetes. The aim of this study was to investigate
possible role of angiotensin II type 1 (AT;) receptors in the mechanical and electrical
abnormalities of the diabetic rat heart. Additionally, diabetes-induced changes in
intracellular Ca®* homeostasis and its relation with Ang II signaling were also
examined in cardiomyocytes. Our results showed that time to peak (TP) and half
decay time (DTsg) increased, while amplitude decreased in Ca®* trans1ents recorded
from diabetic cardiomyocytes. We also observed an increase in basal Ca*" levels of
these cells. Nevertheless, treatment with AT1 receptor blocker candesartan—cﬂexetll
6 mg/kg/day for 4 weeks) restored basal Ca”" levels and altered kinetics of the Ca**
transients in diabetic ventricular cells. In addition, induction of diabetes resulted with
an increase in time to peak (TP) and half relaxation time (RTso) of contraction twitch
whereas, candesartan-cilexetil treatment also recovered these altered kinetics of
contractile activity in papillary muscle strips. Moreover, treatment with an AT,
receptor blocker restored prolonged action potential duration and depressed K*
currents in diabetic rats. We also showed that the effect of incubation of isolated
cardiomyocytes from diabetic rats with a protein kinase C (PKC) inhibitor
bisindolylmaleimide I (BIM) have similar effects to the that of the candesartan-
cilexetil treatment on the kinetics of the intracellular Ca®* transients. These results
indicate that AT1 receptors are involved in diabetes-induced alterations in the
intracellular Ca®* regulation of cardiomyocytes and contraction parameters of the
isolated heart preparations. Thus, treatment of diabetic rats with an AT, receptor
blocker candesartan-cilexetil for four weeks can effectively reverse the anomalous
electrical and mechanical act1v1t1es in isolated heart preparations as well as
restoration of intracellular Ca®* regulation abnormalities in ventricular cells.

Key Words: Action Potential, Candesartan, Heart, Intracellular Calcium, Papillary
Muscle, Type I Diabetes.
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